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 I 
Abreviaturas 
ADAR    Adenosinas deaminasas que actúan sobre dsRNA.  
Ct Ciclo durante la qPCR en el cual la cantidad de fluorescencia 
detectada supera un umbral determinado. 
DNA    Ácido desoxirribonucleico. 
dsRNA    RNA de doble cadena. 
EEmiRC Del inglés “Early embryonic miRNA cluster”. Grupo de miRNAs 
expresados preferencialmente en células troncales 
embrionarias. 
endo-siRNAs    RNAs  interferentes de pequeño tamaño de origen endógeno. 
ETs     Elementos transponibles. 
FSH    Hormona folículo estimulante 
hCG Del inglés “human Chorionic Gonadotropin” Gonadotropina 
que mimetiza la hormona luteinizante responsable de la 
liberación de los folículos.  
ICM     Masa celular interna de las células troncales embrionarias  
(“Inner Cell Mass”). 
IPA    Del ingles “Ingenuity system Pathway Analysis”. 
LH    Hormona luteinizante. 
LINE     Elementos intercalados largos. 
LNAs    Del inglés “Locked nucleic acids”. Ácidos nucleicos bloqueados 
LTR    Repeticiones terminales largas. 
MGA Del inglés ”Mid-preimplantation Gene Activation”. Activación 
génica hacia la mitad del desarrollo embrionario 
preimplantacional.  
miRNAs   microRNAs. 
 
 II 
miRNP  Del inglés “miRNA ribonucleoprotein complex”.  Complejo 
formado por miRNAs y proteínas de la subfamilia AGO, capaz 
de mediar el silenciamiento génico a través de su unión al 
mRNA.  
mRNA    RNA mensajero. 
ηg    Nanogramos. 
p.b.    Pares de bases. 
p.c.    Del latín “post coitum”. 
piRNAs     RNAs que interaccionan con las proteínas de la subfamilia PIWI. 
PMSG Del inglés “Pregnant Mare´s Serum Gonadotropin” 
Gonadotropina que mimetiza la hormona folículo estimulante, 
responsable de la maduración de los folículos. 
qPCR Amplificación cuantitativa mediante la reacción en cadena de 
la polimerasa utilizando fluoróforos marcadores de la reacción 
de amplificación. 
rasRNAs Del inglés “repeat associated RNAs”.RNA asociado a elementos 
altamente repetidos del genoma. 
RISC    Complejo multiproteíco inductor del silenciamiento 
RNA    Ácido ribonucleico. 
RNAi    Interferencia génica mediada por RNA. 
RT    Retrotranscripción. 
RT-qPCR   Retrotranscripción seguida de amplificación cuantitativa  
mediante la reacción en cadena de la polimerasa utilizando 
fluoróforos marcadores de la reacción de amplificación. 
SINE     Elementos intercalados cortos. 
siRNAs     RNAs  interferentes de pequeño tamaño. 
snoRNAs   RNAs nucleolares de pequeño tamaño.  
SNP    Del inglés “Single Nucleotide Polymorphism”. 
ssRNA    RNA de cadena sencilla. 
 III 
TSSa-RNAs    Pequeños RNAs que se localizan en regiones de origen de la 
transcripción en células de mamíferos. 
ZGA    Activación génica cigótica (“Zygotic genome activation). 
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Biogénesis y expresión de microRNAs durante el 
desarrollo preimplantacional de ratón. 
 
Los RNAs de pequeño tamaño, son elementos claves en la regulación 
postranscripcional de la expresión génica durante el desarrollo y diferenciación de 
organismos eucariotas. La embriogénesis preimplantacional es una fase clave y 
altamente regulada en la vida de los mamíferos. Dentro de los RNAs de pequeño 
tamaño, los miRNAs, los endo-siRNAs y los piRNAs, han sido objeto de estudio en el 
presente trabajo. En ratón (Mus musculus) como modelo, hemos caracterizado las 
etapas de la biogénesis y expresión de miRNAs desde ovocito hasta blastocisto y 
extendido este análisis a endo-siRNAs y piRNAs en las etapas de ovocito y cigoto por su 
importancia en el inicio de un organismo pluricelular. 
Analizamos mediante RT-qPCR la expresión de los genes que codifican 
proteínas claves en la biogénesis de los miRNAs: Drosha, Dgcr8, Dicer, Xpo5 y Ago1-5 
(oficialmente Eif2c1-5). Observamos una progresiva reducción de la expresión de estos 
genes tras la fecundación, a excepción de Ago2, que incrementando su expresión en 
etapas post-cigóticas, parece tener un papel clave en este periodo del desarrollo. Estos 
resultados corroborarían la hipótesis establecida sobre la limitada función de los 
miRNAs desde ovocito hasta blastocisto. Sin embargo cuantificando por “arrays” de 
baja densidad los valores de expresión de 231 miRNAs, y analizando miRNAs 
específicos en todas sus formas precursoras (pri-microRNAs y pre-microRNAs) y 
maduras (miRNA), podemos concluir que durante el desarrollo preimplantacional 
existen mecanismos alternativos de generación de miRNA que posibilitan la 
disponibilidad de formas maduras de miRNAs, con funciones claves en el progreso y la 
diferenciación embrionaria (como los de la familia miR-290-295), en ausencia de 
elementos canónicos de la biogénesis de miRNAs. Es decir, existiría una regulación 
negativa o eliminación de los componentes reguladores de la biogénesis de miRNAs y 
una regulación positiva de los alternativos. 
Paralelamente parecen operar sistemas de eliminación selectiva de miRNAs 
mediante el marcaje de algunas de sus formas precursoras a través de mecanismos 
conocidos bajo el término de “edición” de RNA. Hemos comprobado que dichos 
mecanismos, mediados por las proteínas de la familia ADAR, actúan durante las etapas 
de desarrollo preimplantacional, regulando la biogénesis de dos miRNAs específicos: 
miR-151-3p y miR-99b. La eliminación de los miRNAs “editados” podría llevarse a cabo 
mediante la proteína Tudor-SN. En este trabajo hemos detectado su elevada expresión 
en ovocito y cigoto y su localización celular. En las últimas etapas del desarrollo 
preimplantacional observamos su acumulación en gránulos citoplasmáticos 
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conspicuos, que hemos denominado “cuerpos T”, y que no se asocian con otros 
dominios citoplasmáticos de eliminación de RNA como son los “cuerpos-P”. 
Finalmente, a través de la metodología de secuenciación masiva, estudiamos la 
participación de miRNAs, endo-siRNAs y piRNAs en la singamia y la formación cigótica. 
Encontramos una elevada expresión de endo-siRNAs y piRNAs en ovocito y cigoto, que 
contrasta con la baja representatividad relativa de la población de miRNAs respecto a 
la totalidad de RNAs de pequeño tamaño. Así como los miRNAs regulan 
postranscripcionalmente la expresión de genes mediante unión a las regiones 3´UTR 
de los mensajeros y bloqueando su traducción, las poblaciones de endo-siRNAs y 
piRNAs se asocian a elementos transponibles (ETs) del genoma. Su papel en la 
regulación negativa de estos ETs, es fundamental para proteger el genoma de la libre 
inserción de estos elementos móviles en la línea germinal, y por nuestros datos 
también en cigoto. Además algunos endo-siRNAs pueden sobre mRNAs regulando 
postranscripcionalmente la expresión de genes de modo similar a los miRNAs. Esta 
función de algunos endo-siRNAs podría estar mediada por Ago2, cuyo nivel de 
expresión se incrementa en etapas previas a la compactación morular, sugiriendo una 
posible activación de los endo-siRNAs en situaciones celulares en las que el 
procesamiento de miRNAs podría estar bloqueado, como hemos descrito 
anteriormente. Hemos podido detectar la expresión específicamente cigótica tanto de 
piRNAs como de endo-siRNAs. 
Respecto a los miRNAs el análisis por secuenciación masiva demuestra la 
existencia de una gran variedad de modificaciones en la secuencia para cada miRNA 
definido como “canónico”. Esas modificaciones afectan a la secuencia nucleotídica de 
los miRNA y también a la longitud de dichas secuencias. Estos resultados pueden abrir 
nuevas vías de interpretación y análisis en el papel de miRNAs asociados a desarrollo, 
diferenciación o patogenia, ya que la proporción de formas “variantes” es mayor que 
la de canónicas, para la mayoría de los miRNAs identificados. 
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Los microRNAs son RNAs de cadena sencilla y origen endógeno cuyo tamaño suele 
oscilar entre 21-25 nt. Juegan un papel importante en la regulación de procesos biológicos 
como el desarrollo, la diferenciación y la proliferación celular, los mecanismos de respuesta 
al estrés o en distintos procesos patológicos como el cáncer. En los mamíferos, los miRNAs 
dirigidos por un complejo proteico denominado miRNP (“miRNA ribonucleoprotein 
complex”) (Steitz and Vasudevan, 2009), se unen por complementariedad de secuencia, 
parcial o total, a las regiones 3´UTR de una gran cantidad de mRNAs bien impidiendo su 
traducción a proteína o bien provocando su degradación. 
Desde el descubrimiento de la primera de estas moléculas, lin-4, en C. elegans (Lee et 
al., 1993; Wightman et al., 1993), el papel regulador de los miRNAs unido al creciente interés 
de la funcionalidad de otros RNAs de pequeño tamaño relacionados, está generando una 
profusión de estudios que señalan a estos reguladores como elementos clave en el 
metabolismo y la homeostasis celular. Sin embargo existen múltiples incógnitas tanto en su 
biogénesis como en su funcionalidad. 
En mamíferos, el desarrollo embrionario que comienza con la fecundación del 
ovocito por el espermatozoide, está asociado con la reprogramación de la expresión génica 
que permite la sustitución de las pautas de regulación y expresión génica materna, 
heredadas a través del ovocito, por las del genoma cigótico recién formado (transición 
materno-cigótica). Dicha sustitución posibilita el desarrollo embrionario preimplantacional 
que transcurre desde la fecundación del ovocito hasta la etapa de blastocisto. En blastocisto 
se inician los procesos que darán lugar a la diferenciación celular en linajes claramente 
definidos, claves durante el posterior desarrollo del embrión. 
Los tres tipos de RNAs reguladores de pequeño tamaño actualmente descritos: 
miRNAs, endo-siRNAs y piRNAs, intervienen de forma decisiva en la regulación génica que 
dirige al embrión a su implantación en el endometrio uterino. El presente trabajo pretende 
caracterizar la regulación de los genes codificantes de las proteínas clave en la biogénesis y 
función de los miRNAs, también en parte compartidas durante la biosíntesis de endo-siRNAs 
y piRNAs. Dicho análisis, junto con el estudio de los perfiles de expresión de miRNAs, 
permitirá establecer la dinámica funcional de estos RNAs reguladores a lo largo de la 
embriogénesis preimplantacional. Un estudio comparativo entre ovocito y cigoto de todos 
Biogénesis y expresión de microRNAs durante el desarrollo embrionario preimplantacional de ratón. 
 4 
los RNAs de pequeño tamaño mediante secuenciación masiva de RNA, caracterizará la 
participación de miRNAs, endo-siRNAs y piRNAs, en el momento clave de la transición 
materno-cigótica que culmina con la activación del genoma cigótico. 
RNAS REGULADORES, NO CODIFICANTES DE PEQUEÑO TAMAÑO. 
En organismos eucariotas, los RNAs reguladores no codificantes de pequeño tamaño 
pueden participar en procesos celulares a través de la represión traduccional de mRNAs, la 
degradación de estos, el bloqueo de los elementos móviles transponibles del genoma y/o 
modificaciones epigenéticas a nivel de la cromatina.  
En los siguientes apartados realizamos una revisión de los principales elementos y 
mecanismos que operan durante la biosíntesis de RNAs de pequeño tamaño haciendo 
especial hincapié en los miRNAs, sus mecanismos de acción y su posible función reguladora 
durante el desarrollo embrionario preimplantacional de ratón. 
EL FENÓMENO DE INTERFERENCIA MEDIADO POR RNA. 
Desde el descubrimiento del mecanismo de interferencia mediado por RNA (RNAi), se 
han realizado grandes esfuerzos para identificar pequeños RNAs endógenos capaces de 
mediar el silenciamiento de forma natural en distintos organismos. En la última actualización 
de la base de datos más consultada para la búsqueda de miRNAs (miRBase versión 16, año 
2010) se recogen 15172 entradas correspondientes a moléculas precursoras de miRNAs 
(concretamente pre-microRNAs), que originan 17341 miRNAs maduros repartidos en 142 
especies distintas (http://www.mirbase.org/). Este dato no hace más que resaltar el 
creciente interés por el mundo de los RNAs de pequeño tamaño.  
Los primeros indicios de la existencia de los RNAi datan de los años 80, gracias al 
grupo de Rich Jorgensen que trabajaba en la modificación del color de flores de petunia 
(Napoli et al., 1990). La estrategia experimental consistía en introducir en la planta, una 
copia extra del gen codificante de la enzima chalcona sintasa, que participa en la producción 
de pigmentos de antocianina, los cuales le proporcionan el color púrpura a las flores (Napoli 
et al., 1990). Así al sobre-expresar este gen, se esperaba obtener petunias de color púrpura 
más intenso, sin embargo todas las plantas obtenidas tenían flores blancas, el color natural 
cuando no se producen pigmentos de antocianina. La introducción de una copia extra del 
gen que codifica para la chalcona sintasa parecía inhibir el gen endógeno de la planta, 
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resultando en flores blancas. Estos hallazgos fueron publicados con el término de co-
supresión (Napoli et al., 1990). Un fenómeno similar fue descrito por Romano y 
colaboradores, que trabajaban en el hongo Neurospora crassa y fue denominado “quelling” 
(Romano and Macino, 1992). Experimentos realizados por varios grupos habían demostrado 
para entonces que la supresión era un fenómeno que ocurría a nivel postranscripcional, por 
lo que se denominó a este fenómeno Silenciamiento de Genes Postranscripcional o PTGS 
(“Post Transcriptional Gene Silencing”). 
En 1998 el grupo de Craig Mello y Andrew Fire, demostró que el fenómeno de PTGS 
era producido por la formación de RNA de doble cadena en el nematodo C. elegans 
acuñando el término RNA de interferencia o RNAi, para definir este fenómeno. Por dicho 
descubrimiento fueron galardonados con el premio Nobel de Fisiología o Medicina en el año 
2006.  
Los primeros microRNAs endógenos, lin-4 y let7, fueron descubiertos a través de 
análisis por cribado genético (“genetic screening”) en poblaciones de C. elegans, donde 
observaron que las mutaciones en ambos genes afectaban al tiempo de desarrollo de los 
individuos que las portaban (Lee et al., 1993) (Reinhart et al., 2000).  
La reciente introducción de la tecnología de secuenciación masiva ha permitido el 
análisis simultáneo de millones de secuencias (Shendure and Ji, 2008). Esto permite el 
descubrimiento, no solo de nuevos miRNAs, sino de otras moléculas pequeñas de RNAs con 
funciones específicas pero basadas en la generación y dinámica  de RNA de doble cadena. 
Entre ellos se han descrito: piRNAs (Aravin et al., 2006) (Grivna et al., 2006b) (Grivna et al., 
2006a) (Girard et al., 2006), endo-siRNAs (Tam et al., 2008) (Lau et al., 2009) (Han et al., 
2009), snoRNAs (Ni et al., 1997) (Nielsen et al., 1992) y TSSa-RNAs (Seila et al., 2008) (Preker 
et al., 2008) (pequeños RNAs que se localizan en regiones de origen de la transcripción en 
células de mamíferos). 
ORGANIZACIÓN GENÓMICA DE LOS MIRNAS. 
Los miRNAs se originan a partir de moléculas precursoras de tamaño variable, doble 
cadena y bucles a modo de horquilla, capaces de originar RNA con estructuras secundarias 
(Zimmerman and Wu, 2011) (Winter and Diederichs, 2011) (Czech and Hannon, 2011) (Kim 
et al., 2009b). Aproximadamente el 80% de los genes de miRNAs se encuentran localizados 
en regiones intrónicas del genoma, y el 20% restante se distribuyen en regiones exónicas y 
regiones intergénicas (Kim et al., 2009a). Alrededor de la mitad se encuentran formando 
Biogénesis y expresión de microRNAs durante el desarrollo embrionario preimplantacional de ratón. 
 6 
parte de familias (miRNAs que comparten la secuencia de nucleótidos que se une a la región 
3´UTR del RNA mensajero diana, conocida como región semilla o “seed”) o grupos génicos 
(“clusters” de miRNAs) formados por miRNAs localizados en la misma región dentro del 
genoma, transcritos en forma de policistrones primarios (Kim et al., 2009a), como una larga 
cadena de RNA. 
Sin embargo, no todos los miembros de un mismo grupo o familia se expresan al 
mismo nivel, lo que sugiere que estos miRNAs pueden ser procesados y/o modificados 
específica y postranscripcionalmente (Slezak-Prochazka et al., 2010) (Breving and Esquela-
Kerscher, 2010) (Lipovich et al., 2010) (Qureshi and Mehler, 2010). 
Al compartir la totalidad o parte de la región “seed”, los miembros de una misma 
familia de miRNAs son potenciales reguladores del mismo conjunto de mRNAs. Un ejemplo 
de ello es la familia de miRNAs 290-295, que estudiamos más detalladamente y que presenta 
elevados niveles de expresión en células troncales embrionarias (Houbaviy et al., 2003). Esta 
familia parece tener una función importante en el mantenimiento de la pluripotencia de las 
células troncales (ESC “Embryonic Stem Cells”) (Gunaratne, 2009). 
BIOGÉNESIS DE MIRNAS. 
La mayoría de los genes de miRNA se transcriben mediante la RNA polimerasa II en 
forma de transcritos primarios (pri-microRNAs) cuya longitud puede variar entre varias 
kilobases y unos cientos de bases. La mayoría presenta una caperuza (“cap”) en la región 5´ y 
una cola de Adeninas en la región 3´ (Cai et al., 2004; Kim et al., 2009b), similar a la de los 
mRNAs. Un pri-microRNA estándar contiene una región central o troncal (“stem”) de RNA de 
doble cadena (dsRNA), de unos 30-40 nucleótidos, un lazo u horquilla terminal (“loop”) y dos 
regiones de RNA de cadena sencilla (ssRNA) a cada extremo opuesto de la región central 
(figura 1). 
Las regiones formadas por ssRNA y la región central son reconocidas por Dgcr8, una 
proteína que contiene dominios de unión al dsRNA. Aproximadamente a unos 11 
nucleótidos de la zona de unión entre las regiones de ssRNA y de dsRNA se produce un corte 
en la región central catalizado por la enzima Drosha (Lee et al., 2002) (Wostenberg et al., 
2010) (Ballarino et al., 2009) (Seitz and Zamore, 2006) (Gregory et al., 2006) (Gregory et al., 
2004) (figura 2). Ambas proteínas se localizan en el núcleo celular formando el denominado 
complejo microprocesador (“microprocessor complex”) (Denli et al., 2004) (Han et al., 2004). 
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Figura 1. Procesamiento de las moléculas precursoras de miRNA. 
 
Se ha descrito un grupo minoritario de genes de microRNA localizados en el interior 
de secuencias intrónicas y conocidos con el nombre de “Mirtrones” (Chan and Slack, 2007) 
(Berezikov et al., 2007) (Ruby et al., 2007) que se generan a partir del procesamiento 
intrónico o “splicing” sin que intervengan en el proceso ni Dgcr8 ni Drosha.  
Tras el procesamiento de los  pri-microRNAs, las nuevas moléculas formadas 
mantienen la estructura de dsRNA y la horquilla terminal. Estas moléculas de menor tamaño 
(aproximadamente 70 nucleótidos) que los precursores primarios a partir de los cuales se 
originan se conocen con el nombre de pre-microRNAs (figura 1). En ocasiones un único pri-
microRNA contiene las secuencias de varios miRNAs distintos (pri-microRNAs policistrónicos) 
(figura 1). Esto ocurre de forma habitual con los pri-microRNAs que se transcriben a partir de 
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regiones del genoma, donde se encuentran localizados varios miRNAs, en forma de grupos 
génicos.  
Los pre-microRNAs se exportan desde el núcleo celular hasta el citoplasma por medio 
de la proteína Exportina5 (Xpo-5) (Bohnsack et al., 2004) (Kim, 2004). En el citoplasma, los 
pre-microRNAs se procesan nuevamente, por la enzima Dicer (Hutvagner et al., 2001) 
(Ketting et al., 2001) (Merritt et al., 2010), produciéndose un corte cerca de las posiciones 
nucleotídicas que flanquean la horquilla. La proteína Dicer se caracteriza por poseer un 
dominio PAZ (“Piwi/Argonaute/Zwile”), un dominio de unión a dsRNA y dos dominios RNasa 
III. Gracias al dominio PAZ es capaz de unirse a la región 3´UTR de los pre-microRNAs, y 
mediante la actividad de sus dominios RNasa III corta en cada una de las cadenas que 
conforman el pre-microRNA. Como consecuencia de este corte se elimina la horquilla 
característica de las moléculas precursoras primarias y se genera una molécula de dsRNA 
conocida como dúplex de miRNA (Yan et al., 2003) (Song et al., 2003) (Ma et al., 2004). 
 
La longitud nucleotídica de los miRNAs puede ser heterogénea debido a cortes 
imprecisos en las moléculas precursoras durante su procesamiento, por medio del complejo 
Drosha/Dgcr8 o de Dicer, en la biogénesis de miRNAs (Aravin and Tuschl, 2005) (Ruby et al., 
2006) (Lee et al., 2010). Variaciones en la región 5´de los miRNAs pueden cambiar la región 
“seed”, afectando el repertorio de mRNAs diana que pudieran regular un miRNA concreto. 
Quizá por este motivo las regiones 5´de los miRNAs son menos variables que las regiones 3´ 
donde se observan adiciones o perdidas de nucleótidos además de otro tipo de 
modificaciones que cambian la propia secuencia nucleotídica y que serán tratadas más 
adelante (Aravin and Tuschl, 2005) (Ruby et al., 2006) (Lee et al., 2010).  
Tras el procesamiento llevado a cabo por Dicer, el dúplex de microRNA interacciona 
con un complejo multiproteíco conocido como miRNP (“miRNA-containing 
ribonucleoprotein complex”, también denominado RISC “RNA-inducing silencing complex”) 
formado, entre otras, por las proteínas de la familia Argonauta de las que hablaremos 
posteriormente (figura 2). El dúplex de miRNA debe separarse para formar el miRNA maduro 
que es de cadena sencilla. Diversos estudios sugieren que la elección de una u otra cadena 
del dúplex se debe a motivos termodinámicos relacionados con la inestabilidad del 
apareamiento de bases en la región 5´de cada cadena que conforma el dúplex (Khvorova et 
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al., 2003) (Schwarz et al., 2003). Sin embargo no se sabe con exactitud cómo se produce 
dicha elección (figura 2). 
 
Figura 2. Biogénesis de miRNAs.  
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La cadena seleccionada recibe el nombre de hebra guía (“guide strand”) y es 
transportada por el complejo miRNP hasta el, o los mRNAs objeto de la regulación. El destino 
de la cadena no elegida será abordado en detalle en el apartado de resultados y en la 
discusión. Sirva como introducción que dependiendo del grado de complementariedad 
existente dentro de la molécula del miRNA dúplex, la cadena no elegida puede ser 
degradada (alto grado de complementariedad) (Preall and Sontheimer, 2005) (Preall and 
Sontheimer, 2005) (Diederichs and Haber, 2007) (Obernosterer et al., 2006), o bien puede 
dar lugar a un miRNA maduro funcional (figura 2). Este fenómeno parece ser frecuente en 
aquellos dúplex de miRNA que contienen bases nucleicas desapareadas (la mayoría), y en la 
reinserción de estas cadenas dentro de la vía del silenciamiento se involucran las proteínas 
de la familia Argonauta (Ago1 y Ago2) (Gregory et al., 2005) (Gregory et al., 2005) (Maniataki 
and Mourelatos, 2005) (Kawamata et al., 2009) (Yoda et al., 2010). 
REGULACIÓN DE LA BIOGÉNESIS DE MIRNAS. 
La regulación de la biogénesis de miRNAs puede ocurrir a tres niveles: a) durante la 
transcripción, b) por medio del fenómeno de la edición de moléculas de dsRNA y c) durante 
los procesamientos por el complejo Drosha/Dgcr8 y por Dicer. 
La transcripción es controlada mediante factores que regulan la producción de pri-
microRNAs, que a su vez son específicos del tipo celular, del proceso de desarrollo en que se 
encuentren las células y de la respuesta de las células a diferentes estímulos. Por ejemplo, 
factores de transcripción específicos de células troncales embrionarias como Sox2 y Nanog, 
regulan promotores de genes de miRNA, siendo estos miRNAs preferencialmente 
expresados en células troncales embrionarias (Marson et al., 2008).  
Otro ejemplo asociado a estrés celular se produce tras el inicio del daño en el DNA, 
P53 activa la transcripción del pri-microRNA-34 (pri-microRNA policistrónico que contiene 
varios miRNAs de la familia miR-34) y la expresión de los microRNAs de la familia del miR-34 
induce la parada del ciclo celular (He et al., 2007).  
Por otra parte la metilación de secuencias promotoras del genoma puede afectar a la 
expresión de los genes de miRNA del mismo modo que afecta al resto de genes de un 
organismo. Algunos miRNAs actúan como supresores de tumores y se han observado 
patrones de hipermetilación de estos miRNAs en líneas celulares cancerosas (Lujambio et al., 
2008). 
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El fenómeno de “edición” de miRNAs genera modificaciones a nivel de la secuencia 
de nucleótidos de las moléculas precursoras de miRNAs, aumentando la diversidad de 
formas maduras originadas a partir de un mismo gen de miRNA. La deaminación de 
nucleótidos de adenina, transforman estas bases púricas en inosinas, que son reconocidas 
por la maquinaria celular como guaninas, modificándose el apareamiento de bases de las 
moléculas precursoras de miRNAs que sufren la edición. En dicho mecanismo, participan las 
proteínas de la familia ADAR. Las Adenosinas Deaminasas que actúan sobre dsRNA (ADAR) 
son una familia de proteínas capaces de modificar la secuencia de nucleótidos de las 
moléculas precursoras de miRNAs (Liu et al., 1998) (Lehmann and Bass, 2000) (Palladino et 
al., 2000) (Scadden and Smith, 2001) (Luciano et al., 2004) (Bass, 2006) (Blow et al., 2006). 
Los cambios introducidos a nivel de secuencia pueden afectar tanto a nivel del 
procesamiento de las moléculas precursoras durante la biogénesis de miRNAs, como a nivel 
del reconocimiento del miRNA y el mRNA objeto de la regulación. Así, la edición del pri-
microRNA-142 parece interferir en su posterior procesamiento por el complejo 
Drosha/Dgcr8, provocando una reducción de la expresión de las formas maduras miR-142-3p 
y miR-142-5p (Yang et al., 2006). Un caso parecido se observó en el procesamiento de las 
moléculas precursoras del miRNA-151 en cerebro (O'Connell and Keegan, 2006). 
También la actividad del complejo microprocesador y de Dicer puede ser modulada 
durante la biogénesis de miRNAs concretos. Por ejemplo, la ribonucleoproteína hnRNPA1 
(“heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1”) se une a la horquilla del pri-microRNA-18a 
facilitando su procesamiento por delante del resto de los miRNAs de su mismo grupo (grupo 
miR-17-92) (Michlewski et al., 2008). La activación de la proteína Erk puede fosforilar a Trbp 
(proteína que forma un complejo con Dicer para el procesamiento de los pre-microRNAs), 
estabilizando la unión Trbp/Dicer y aumentando la eficiencia del procesamiento de pre-
microRNAs (Paroo and Pertsemlidis, 2009). 
Otro ejemplo lo tenemos en la relación de lin-28 y la familia de miRNAs let-7. El pri-
microRNA-let-7 se expresa tanto en células en diferenciación como en células diferenciadas. 
Sin embargo, los miRNAs maduros de la familia let-7 sólo se detectan en células 
diferenciadas. Lin-28 parece impedir el procesamiento del complejo Drosha Dgcr8 mediante 
su unión a la región de la horquilla del pri-microRNA-let-7 (Newman et al., 2008) 
(Viswanathan et al., 2008). Además lin-28 también es capaz de unirse al pre-microRNA-let-7 
y evitar su procesamiento por Dicer (Rybak et al., 2008). Este complicado circuito regulatorio 
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se cierra con la capacidad de la formas maduras de let-7 para regular 
postranscripcionalmente la cantidad de lin-28 (Heo et al., 2008) (Hagan et al., 2009). La 
interacción entre lin-28 y let-7 tiene un papel muy importante durante la regulación de la 
diferenciación de las células troncales (Melton et al., 2010). 
A pesar de los avances en el conocimiento de los mecanismos que operan durante la 
biogénesis de miRNAs todavía estamos lejos de entender el proceso en su totalidad. Poco se 
sabe acerca de la estabilidad y la permanencia de las moléculas de miRNAs maduras. Parece 
que los miRNAs unidos a Ago2 son relativamente estables, y la mayoría de ellos tienen una 
vida media de más de 14 horas (Lee et al., 2003) (Hwang et al., 2007). Sin embargo, algunos 
miRNAs parecen presentar cinéticas de degradación muy rápidas (Hwang et al., 2007) 
(Pedersen et al., 2007) sugiriendo la existencia de fenómenos de regulación específicos para 
cada miRNA o grupo de ellos. 
MECANISMOS DE SILENCIAMIENTO MEDIADO POR MIRNAS. 
LAS PROTEÍNAS DE LA FAMILIA ARGONAUTA. 
Las proteínas de la familia Argonauta se dividen en dos subfamilias en base a la 
homología de sus secuencias: la subfamilia AGO y la subfamilia PIWI. Las proteínas de ambas 
subfamilias comparten dominios proteicos y todas ellas han sido relacionadas en la 
regulación postranscripcional mediada por RNAs no codificantes de pequeño tamaño. 
 
La subfamilia AGO. 
Las proteínas de la subfamilia AGO (Ago1-5) son los elementos más importantes de 
los miRNPs, implicados en la represión traduccional y/o en la degradación de los mRNAs 
objeto de regulación. Están dotadas de cuatro dominios proteicos: dominio N-terminal, 
dominio PAZ, dominio PIWI y dominio MID (Carthew and Sontheimer, 2009). 
El dominio PAZ puede reconocer nucleótidos no apareados en el extremo 3´ de los dúplex de 
miRNA, y podría tener un importante papel en la elección de la cadena guía dentro del 
dúplex (Song et al., 2003) (Yan et al., 2003) (Lingel and Izaurralde, 2004).  
El último nucleótido de la región 5´ de los miRNAs que forman parte del dúplex se 
encuentra fosforilado. Cuando se produce la elección de la hebra guía, el grupo fosfato de la 
cadena elegida, es incluido en la hendidura que se origina cuando entran en contacto los 
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dominios MID y PIWI de las proteínas Argonauta (Ma et al., 2004) (Ma et al., 2005) (Parker et 
al., 2005) (Mallory and Bouche, 2008). 
El dominio Piwi es similar al dominio de RNasas de tipo H pudiendo inducir cortes en 
los mRNAs regulados por miRNAs cuando la complementariedad entre los nucleótidos del 
miRNA con los de la región 3´ UTR del mensajero regulado es completa (Song et al., 2004) 
(Parker et al., 2005). Sin embargo ese grado de complementariedad es poco frecuente 
dentro de la interacción miRNAs/mRNA en mamífero (es frecuente en plantas). En ratón 
existen cinco proteínas de la subfamilia AGO denominadas Ago1, Ago2, Ago3, Ago4 y Ago5 
(oficialmente conocidas como Eif2c1, Eif2c2, Eif2c3, Eif2c4, Eif2c5 respectivamente) (Peters 
and Meister, 2007), pero solo Ago2 muestra capacidad endonucleasa (Meister et al., 2004) 
(Liu et al., 2004) (Su et al., 2009a) (Su et al., 2009b). 
Debido a su importancia durante el silenciamiento génico mediado por miRNAs, 
existen una gran cantidad de elementos que regulan la estabilidad y la función de las 
proteínas de la subfamilia AGO. Por ejemplo, Ago2 puede ser hidroxilada en la prolina 700 
(Qi et al., 2008) y fosforilada en la Serina 387 en el contexto de la ruta bioquímica definida 
para p38 (Zeng et al., 2008). Ambas modificaciones estabilizan Ago2, aumentando su 
localización en los cuerpos P (“P bodies”) (como se comentará más adelante) (Qi et al., 
2008). 
 
La subfamilia PIWI. 
En ratón se han descrito tres proteínas de la subfamilia PIWI: Piwil1, Piwil2 y Piwil4. 
Estas proteínas parecen ser específicas de las células de la línea germinal y tanto Piwil1 como 
Piwil2 son esenciales para la espermatogénesis (Deng and Lin, 2002; Kuramochi-Miyagawa 
et al., 2004). Fueron descritas por primera vez en Drosophila y han sido implicadas en la 
regulación del desarrollo de las células germinales, la auto-renovación de las células 
troncales y el silenciamiento de retrotransposones (Kalmykova et al., 2005). Durante la 
ovogénesis en D. melanogaster las proteínas de la familia PIWI parecen estar implicadas en 
el establecimiento de la polaridad celular (Lin and Spradling, 1997). 
Las proteínas de la familia PIWI se unen a una clase de RNAs no codificantes de 
pequeño tamaño llamados piRNAs (“Piwi-interacting RNAs”) que juegan un papel 
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fundamental durante la gametogénesis (Grivna et al., 2006b) (Kim, 2006) (Lau et al., 2006) 
(Aravin et al., 2006) (Girard et al., 2006). 
LOS MECANISMOS DE LA INTERACCIÓN ENTRE LOS MIRNAS Y SUS MRNAS DIANA. 
Desde el descubrimiento del primer mRNA regulado por un miRNA a principios de la 
década de los 90, análisis bioquímicos, genéticos y bioinformáticos han revelado gran 
cantidad de regiones, dentro de la secuencia de los mRNAs, susceptibles de unión por 
complementariedad de bases a los miRNAs. La mayoría de estas regiones parecen estar 
localizadas en las regiones 3´ UTR de los mRNAs (Bartel, 2009) (Carthew and Sontheimer, 
2009). Por otra parte, la secuencia de nucleótidos de la región 5´ de los miRNAs parece 
crítica para la especificidad de unión entre el miRNA y su mensajero diana. Los nucleótidos 
localizados entre las posiciones 2 y 7 en dirección 5´- 3´ constituyen la región “seed” de cada 
miRNA (Lewis et al., 2003) (Farazi et al., 2010) (Shin et al., 2010) (Tian et al., 2010). Los 
miembros de una misma familia de miRNAs presentan un alto grado de homología de 
secuencia en esta región. Ensayos in vitro han demostrado que los nucleótidos de la región 
“seed” por sí solos podrían ser capaces de reprimir la traducción de mRNAs (Obad et al., 
2011), y cómo variaciones dentro de la región “seed” afectan a la actividad de los miRNAs, 
reduciéndose los niveles de represión traduccional de un mRNA determinado. Aunque la 
complementariedad de los nucleótidos de la región “seed” es fundamental para la represión 
traduccional de los mRNAs, uniones adicionales de los nucleótidos que flanquean la región 
“seed” del miRNA, a la región 3´ UTR del mensajero, aumentan la especificidad de la unión 
miRNA/mRNA y su estabilidad (Lai, 2002) (Doench and Sharp, 2004) (Brennecke et al., 2005) 
(Kloosterman and Plasterk, 2006). Siendo lo más común un perfecto apareamiento de 
nucleótidos de la región “seed” del miRNA con los de la región 3´UTR del mRNA diana, 
existen ejemplos donde se producen errores en el apareamiento de nucleótidos entre ambas 
regiones (Bartel, 2009).  
Además existen otro tipo de particularidades que influyen en la especificidad de la 
unión miRNA/mRNA. El aumento de bases AU cerca de la región “seed”, el apareamiento 
adicional de los nucleótidos en posición 13 y 16 del miRNA a la región 3´UTR del mRNA, la 
proximidad de varios sitios de unión de miRNAs dentro de la región 3´UTR del mensajero, la 
posición del sitio de unión del miRNA respecto del centro de la región UTR y del codón de 
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parada, están todos asociados con una mayor eficacia en la degradación de mRNAs mediada 
por miRNAs (Grimson et al., 2007) (Nielsen et al., 2007).  
Los parámetros descritos se utilizan en la predicción de los mRNAs dianas de miRNAs 
concretos (Bartel, 2009). Análisis recientes sugieren que alrededor de la mitad de los genes 
humanos son potenciales dianas de miRNAs y además los sitios de unión de estos miRNAs 
están ampliamente conservados en distintas especies (Friedman et al., 2009). 
Las regiones codificantes y las regiones 5´UTR de los mRNAs también son lugares de 
unión de los miRNAs (Lytle et al., 2007) (Orom et al., 2008) (Borel et al., 2008) (Lee et al., 
2009) (Tay et al., 2008) (Zhou et al., 2009b). Estas observaciones amplían el rango de 
interacciones entre los miRNAs y los mRNAs objeto de la regulación. 
INHIBICIÓN DE LA TRADUCCIÓN POR MEDIO DE MIRNAS. 
En los organismos eucariotas la traducción desde los mRNAs a proteínas presenta 
tres etapas principales: iniciación, elongación y terminación de las cadenas polipeptídicas. 
Los mecanismos mediante los cuales los miRNPs regulan negativamente la traducción son 
objeto de constante debate. Dependiendo del modelo experimental empleado, el bloqueo 
de la traducción puede ocurrir a nivel de cualquiera de los tres pasos (Filipowicz et al., 2008) 
(ver figura 3 adaptada de Filipowicz y colaboradores (Filipowicz et al., 2008)).  
Para explicar los posibles mecanismos de bloqueo de la traducción mediada por 
miRNPs se han descrito cuatro modelos. En el primero de ellos, se propone la capacidad del 
complejo miRNP para promover la deadenilación del mRNA facilitando la eliminación de la 
caperuza 5’ del mRNA (“decapping”) y la subsiguiente degradación del mismo (Wu et al., 
2006) (Wakiyama et al., 2007). En el segundo modelo se ha propuesto que los miRNAs 
pueden reprimir la traducción después del paso de iniciación (Kim et al., 2004) (Nelson et al., 
2004) (Lytle et al., 2007) (Vasudevan et al., 2007). 
En otras ocasiones, el bloqueo de la traducción ocurre a nivel de la iniciación y la 
elongación proteica, ya que  no se observa una reducción de los transcritos pero sí de la 
cantidad de proteína (Baek et al., 2008) (Selbach et al., 2008). Esto se ilustra en los dos 
últimos modelos, donde la proteína Ago2 se uniría a los mRNAs en la región caperuza 5´, 
compitiendo con el factor de elongación eIF4E (Humphreys et al., 2005) (Djuranovic et al., 
2010), o bien Ago2 puede interaccionar con eIF6, y bloquear la unión de las subunidades 60S 
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y 40S de los ribosomas (Chendrimada et al., 2007). No obstante, la represión traduccional se 
produce generalmente mediante la desestabilización de los mRNAs (Baek et al., 2008) 
(Selbach et al., 2008). 
 
Figura 3. Mecanismos de acción de los miRNPs. 
 
DEGRADACIÓN DE MRNAS MEDIANTE LA ACTIVIDAD DE LOS MIRNAS. 
Además de actuar como inhibidores de la traducción, estudios recientes relacionan 
incrementos en la cantidad de miRNAs con una reducción de la población de mRNAs en 
distintos sistemas celulares (Bagga et al., 2005) (Krutzfeldt et al., 2005) (Lim et al., 2005) 
(Giraldez et al., 2006) (Wu et al., 2006). Mediante análisis de “northern blot” Bagga y 
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colaboradores muestran cómo el incremento de let-7 puede provocar la reducción de lin-41 
(Bagga et al., 2005; Ding and Grosshans, 2009). Estudios del transcriptoma sugieren que los 
miRNAs son capaces de regular la estabilidad de un gran número de mRNAs. Después de 
sobre-expresar miRNAs en células HeLa, Lim y colaboradores observaron la disminución del 
grupo de mRNAs que mostraban sitios de unión a miRNAs en sus regiones 3´UTR (Lim et al., 
2005). Por otra parte el miR-430 de D. rerio promueve la eliminación de cientos de mRNAs 
induciendo su deadenilación durante la etapa de cigoto (Giraldez et al., 2006).  
La represión traduccional mediada por miRNAs puede incluso afectar a mRNAs 
desprovistos de cola de poli-A (Pillai et al., 2005; Giraldez et al., 2006; Wu et al., 2006; Eulalio 
et al., 2009; Eulalio et al., 2008b; Eulalio et al., 2008a).  
LOS CUERPOS-P (CUERPOS-P) Y LOS GRÁNULOS DE ESTRÉS. 
Los cuerpos-P son corpúsculos citoplasmáticos con una gran carga enzimática, que 
participan en la degradación de mRNAs dianas de los miRNAs (Filipowicz et al., 2008) 
(Carthew and Sontheimer, 2009). Entre sus principales componentes se encuentran las 
proteínas de la subfamilia AGO, Gw182 y enzimas responsables del descaperuzamiento, la 
deadenilación y la degradación de mensajeros. 
Los cuerpos-P son estructuras dinámicas de ribonucleoproteínas que cambian de 
tamaño en respuesta a la actividad traduccional de la célula (Anderson and Kedersha, 2006; 
Parker and Sheth, 2007). La inhibición de la traducción conlleva un aumento del tamaño de 
los cuerpos-P (Anderson and Kedersha, 2006; Parker and Sheth, 2007). Por el contrario, la 
inhibición de la ruta de biogénesis de miRNAs dispersa y reduce el tamaño de los cuerpos-P, 
sugiriendo que la actividad de los miRNAs es esencial para la formación de grandes 
agregados de ellos (Pauley et al., 2006; Jakymiw et al., 2007; Eulalio et al., 2007). 
Otro tipo de gránulos que participan en la degradación de mRNAs mediada por 
miRNAs, son los denominados gránulos de estrés (Keene, 2010; Anderson and Kedersha, 
2006). Se han relacionado con la eliminación de mRNAs unidos complejos miRNP en 
situaciones de estrés celular (Leung et al., 2006). 
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Existen otros tipos de RNAs pequeños no codificantes que tienen funciones 
reguladoras mediadas por interferencia de RNAs. Algunos de ellos operan en gametogénesis 
y adicionalmente durante las primeras etapas de la embriogénesis. Nos referimos 
concretamente a los denominados rasRNAs (“Repeat associated small RNAs”), de los cuales 
podemos diferenciar dos tipos: piRNAs (“Piwi-interacting RNAs”) y los endo-siRNAs 
(“endogenous small interference RNAs”). Ambos tipos de RNAs comparten con los miRNAs su 
capacidad de unirse a otros RNAs para bloquear su función. Además, tanto miRNAs como 
piRNAs y endo-siRNAs se asocian con las proteínas de la familia Argonauta para llevar a cabo 
su función. 
La metodología de secuenciación masiva aplicada a RNAs pequeños nos está 
permitiendo identificar y estudiar los tres tipos de RNAs reguladores mencionados. Tras 
introducir la biogénesis de miRNAs y sus características funcionales, los siguientes apartados 
de la introducción caracterizan los otros dos tipos de RNAs reguladores de pequeño tamaño 
estudiados durante el presente trabajo.  
 
LOS RNAS ASOCIADOS A ELEMENTOS ALTAMENTE REPETIDOS DEL GENOMA (RASRNAS).  
ELEMENTOS GÉNICOS TRANSPONIBLES (ETS). 
Gran parte del genoma de mamífero está compuesto por elementos repetidos que se 
han acumulado haciendo copias de sí mismos y trasladándose a distintos loci del genoma. 
Dichos elementos reciben el nombre genérico de elementos genéticos transponibles (ETs) y 
han cobrado una inusual importancia dentro del campo de estudio de los RNAs reguladores 
de pequeño tamaño, debido a su posible regulación mediante piRNAs y endo-siRNAs, en 
tipos celulares concretos como los de la línea germinal. 
Los elementos transponibles afectan a los genomas de los organismos, generando 
mutaciones debido a la inserción de los mismos dentro de regiones génicas codificantes, o 
bien afectando a la regulación génica mediante su inserción en regiones promotoras. Así 
mismo actúan como sustratos de las reorganizaciones genéticas siendo fundamentales en la 
evolución de los genomas. Se considera que las reorganizaciones mediadas por los 
elementos transponibles pueden haber desempeñado una función importante en la 
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formación de los genomas de los diferentes organismos, y que han contribuido a la aparición 
de nuevas funciones mediante la estimulación de duplicación génica. 
La figura 4 muestra una clasificación actualizada de los elementos móviles 
transponibles existentes en eucariotas.  
Los elementos que se trasladan en forma de DNA se denominan transposones. El 
material genético de muchos organismos contiene múltiples copias de estos elementos, o de 
versiones truncadas de los mismos, dispersos por todo el genoma. 
Otro tipo de secuencias transponibles, corresponde a los retrotransposones, 
secuencias que se han extendido mediante la acción de la transcriptasa inversa, que permite 
la generación de DNA utilizando RNA como molde. Este tipo de elementos transponibles van 
a centrar nuestra atención por su asociación con piRNAs y endo-siRNAs. 
RETROTRANSPOSONES. 
Una clase de esta categoría, LTR (“Long Terminal Repeat”), consiste en secuencias 
repetidas cuya estructura está relacionada con la de los retrovirus. Los LTR, reciben este 
nombre por las repeticiones de secuencia terminales que flanquean una región central 
codificante a proteínas con funciones específicas. 
También existen retrotransposones no relacionados con los retrovirus, y son los que 
se encuentran de forma más frecuente en mamíferos. Dentro de este tipo encontramos los 
LINE (elementos intercalados largos) y los SINE (elementos intercalados cortos). Por ejemplo 
el genoma humano tiene de 20.000 a 40.000 LINE, y alrededor de 500.000 SINE, la mayoría 
de los cuales presenta alguna divergencia de secuencia. 
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Figura 4. Clasificación de elementos transponibles (ETs). La clasificación se basa en la presencia o ausencia de 
RNA como intermediario durante el fenómeno de retrotransposición (adaptado de Wicker y colaboradores 
(Wicker et al., 2007)). 
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PIRNAS (“PIWI INTERACTING RNAS”). 
A pesar de que su longitud puede oscilar entre los 19 y 33, los piRNAs muestran 
habitualmente un rango de tamaño entre los 26 y 33 nucleótidos.  
Al contrario que los miRNAs la biogénesis de piRNAs no parece depender de 
elementos como Drosha, Dgcr8 o Dicer. Los piRNAs son originados a partir de la cadena 
sentido de un elemento transponible, o bien se transcriben como largas moléculas 
precursoras de dsRNA. Los que se originan a partir de un elemento transponible se asocian 
con proteínas de la subfamilia AGO y mediante un mecanismo denominado “ping-pong” 
participan activamente en la biogénesis de nuevos piRNAs. O´Donnell y colaboradores 
(O'Donnell and Boeke, 2007) propusieron un modelo en el año 2007 para explicar la 
generación de los piRNAs. Según dicho modelo los piRNAs se transcriben como largas 
moléculas precursoras de RNA de cadena sencilla que son procesadas mediante 
endonucleasas de origen actualmente desconocido, dando lugar a los piRNAs. Los piRNAs se 
unirían mediante complementariedad de bases a moléculas de mRNA que contendrían 
retrotransposones escindiéndose una región de tamaño similar al piRNA que inicialmente se 
unió (figura 5). La molécula escindida se une a una molécula precursora de piRNAs 
generando, mediante un corte en la molécula precursora, un nuevo piRNA.  
Este modelo que fundamentalmente genera amplificación del sistema, fue 
denominado mecanismo de Ping-Pong, e involucra a miembros de las dos subfamilias de la 
familia Argonauta. 
Los piRNAs unidos a los retrotransposones, funcionan como reguladores negativos 
provocando su escisión e impidiendo su retrotransposición en el genoma. Para llevar a cabo 
esta función se requiere la participación de las proteínas de la subfamilia PIWI y de la 
subfamilia AGO. 
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Figura 5. Mecanismo de “Ping-Pong” propuesto para explicar la generación de piRNAs. 
 
ENDO-SIRNAS (“ENDOGENOUS SMALL INTERFERING RNAS”). 
Los siRNAS de origen endógeno (endo-siRNAs) fueron descubiertos por primera vez 
en plantas a finales de los años 90 en medio del creciente interés por los RNAs de pequeño 
tamaño (Hamilton and Baulcombe, 1999). Hasta hace poco, C. elegans era el único animal en 
el que los endo-siRNAs habían sido bien caracterizados (Ruby et al., 2006) (Pak and Fire, 
2007) (Sijen et al., 2007). Estudios recientes han revelado la existencia de endo-siRNAs en D. 
melanogaster y M. musculus. Esta clase de RNA de pequeño tamaño tiene un tamaño 
comprendido entre 18 y 24 nucleótidos y se pueden generar a partir de largos dsRNAs, 
incluyendo los dsRNAs originados por unión espontánea de mRNAs o de mRNAs con sus 
correspondientes pseudogenes. También son generados mediante la transcripción 
bidireccional de elementos repetitivos (retrotransposones) y sus cadenas complementarias. 
Una vez formados los endo-siRNAs de doble cadena serían procesados por Dicer al igual que 
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los siRNAs de origen exógeno (Saito and Siomi, 2010) (Lau, 2010) (Tang, 2010) (Shi et al., 
2010). 
Así, se pueden definir tres tipos de endo-siRNAs: a) los generados a partir de 
elementos transponibles (Tabara et al., 1999; Ketting et al., 1999), b) los generados a partir 
de transcrito anti-sentido en cis (denominados cis-NAT) (Ghildiyal et al., 2008; Czech et al., 
2008), c) los generados a partir de transcritos anti-sentido en trans, básicamente 
pseudogenes (denominados trans-NAT) (Watanabe et al., 2008; Tam et al., 2008). 
Dado que la inserción incontrolada de elementos transponibles (TEs) podría tener 
consecuencias negativas para la viabilidad de los organismos (especialmente en línea 
germinal), el genoma parece haber desarrollado mecanismos de “autodefensa” para 
controlarlos. Estos mecanismos de “autodefensa” parecen más necesarios en las células de 
la línea germinal para mantener la máxima fidelidad en la transmisión de la información 
genética. Para salvaguardar la integridad del genoma en la línea germinal hemos señalado 
en el apartado anterior la función de los piRNAs, capaces de impedir la inserción libre de los 
elementos móviles altamente repetidos. Sin embargo varios trabajos han descrito la 
participación de los endo-siRNAs en la regulación de los TEs (Tabara et al., 1999; Ketting et 
al., 1999). 
MODIFICACIONES DE LA SECUENCIA DE RNAS DE PEQUEÑO TAMAÑO. 
La actividad de las moléculas de RNA de pequeño tamaño descritas durante la 
presente memoria está sujeta a la complementariedad que exista entre su secuencia 
nucleotídica y la secuencia correspondiente del RNA regulado. Por esta razón las 
modificaciones dentro de la secuencia de los miRNAs, los piRNAs o los endo-siRNAs, pueden 
afectar al reconocimiento de sus RNAs diana y por tanto al proceso de regulación. 
Sin embargo las moléculas precursoras de los miRNAs, los piRNAs y los endo-siRNAs, 
son susceptibles de sufrir modificaciones a nivel de secuencia que se terminarán reflejando 
en las moléculas maduras que originan.  
Estas modificaciones engloban, desde la laxitud durante procesamiento de las 
moléculas precursoras por parte de las enzimas del complejo microprocesador y de Dicer, 
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hasta la actividad de enzimas capaces de modificar la secuencia de nucleótidos de las 
moléculas precursoras. 
Dentro de los tres tipos de moléculas descritas y analizadas durante el presente 
trabajo es, en el campo de los miRNAs, donde más se ha profundizado acerca de la 
existencia de variantes de secuencia. A continuación nos centramos en los mecanismos 
capaces de generar variaciones dentro de la secuencia de los miRNAs, sin olvidar que los 
requisitos necesarios para que se produzcan tales modificaciones se pueden dar tanto en las 
moléculas precursoras de piRNAs como en los endo-siRNAs. 
MIRNAS CANÓNICOS Y MIRNAS MODIFICADOS. 
El descubrimiento de los miRNAs se cimentó en el clonaje y posterior secuenciación 
de estas moléculas de pequeño tamaño. El número de miRNAs anotados en las bases de 
datos fue creciendo de forma constante bajo la creencia de la existencia de un único miRNA 
por cada pre-microRNA o, en el mejor de los casos, un miRNA por cada una de las dos 
cadenas del pre-microRNA. Los miRNAs así anotados en las bases de datos se han 
considerado como el resultado más habitual del procesamiento de las moléculas 
precursoras. En el presente trabajo denominaremos en todo momento a este tipo de 
moléculas maduras como “miRNAs canónicos”. 
Sin embargo, la utilización de sistemas de secuenciación masiva, no sólo ha hecho 
aumentar de forma exponencial el número de miRNAs canónicos anotados en los últimos 
cinco años, sino que ha abierto un nuevo foco de interés sobre la existencia de variantes de 
miRNAs generadas a partir de una misma molécula precursora y su funcionalidad. Ello 
implica la amplificación de la capacidad funcional de estas moléculas de RNAs. 
Las variantes de los miRNAs canónicos parecen ser generadas por un procesamiento 
laxo de las moléculas precursoras de microRNAs durante su biogénesis, y han sido 
denominadas como “isomiRs” (Lee et al., 2010) (Pantano et al., 2010) (Guo et al., 2011a) . 
Para ilustrar la existencia real de tales IsomiRs, en la figura 6 indicamos un ejemplo para el 
miR-1935, sacado de los resultados que obtuvimos y que se presentarán en la sección de 
resultados. 
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Actualmente se desconoce la funcionalidad de todas estas nuevas variantes que en 
muchas ocasiones presentan mayor expresión que los miRNAs canónicos. De hecho los 
miRNAs canónicos pueden incluso no estar presentes como se ilustra en la figura 6. 
 
Figura 6. IsomiRs generados a partir del procesamiento enzimático por Dicer, de la molécula precursora del 
miRNA miR-1935. La secuencia considerada en la miRBase como miRNA canónico se ha resaltado en azul 
turquesa. En la margen derecha aparece la muestra de donde proceden los datos de secuenciación masiva 
(ovocito en este caso “oocyte”), el número de secuencia dentro de la librería en la secuenciación, el número de 
moléculas secuenciadas (_x1699) y el número de nucleótidos de la secuencia (21).  
Otro de los tipos de modificaciones encontradas al analizar las secuencias de los 
miRNAs se debe a la actividad de las proteínas de la familia ADAR (“Adenosine Deaminases 
Acting on RNA”) (Kawahara et al., 2008). En un proceso conocido como edición de RNA 
(“RNA editing”) las proteínas de la familia ADAR actúan sobre los dsRNAs, siendo capaces de 
convertir bases de adenina en inosina. El proceso de edición parece afectar a una cantidad 
considerable de moléculas precursoras de miRNAs sin que hasta ahora haya solo hipótesis, 
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en vía de estudio, acerca de la verdadera función del mecanismo de edición. Dado que la 
inosina es interpretada durante el apareamiento de bases como una guanina, se ha sugerido 
que la edición de moléculas precursoras podría llegar a afectar al reconocimiento 
miRNA/mRNA aumentando o disminuyendo el número de genes diana para un determinado 
miRNA (Ohman, 2007; Lujambio et al., 2008). Sin embargo, también se ha defendido la 
hipótesis de que estas ediciones facilitan la eliminación de los precursores que contienen 
inosinas dentro de sus secuencias (Kawahara et al., 2007; O'Connell and Keegan, 2006; Heale 
et al., 2009; Yang et al., 2006). Dentro de esta segunda interpretación de las consecuencias 
del proceso de edición de moléculas precursoras de miRNAs, participa la proteína Tudor-SN 
(TSN). Esta proteína es capaz de reconocer las bases de inosina dentro de estructuras de 
dsRNA y, gracias a sus dominios tipo nucleasa, inducir la degradación de estas estructuras de 
dsRNA (Scadden and O'Connell, 2005; Scadden and O'Connell, 2005; O'Connell and Keegan, 
2006). Tudor-SN podría hipotéticamente tener además un papel importante en la 
degradación de mRNAs dentro de los cuerpos-P y los gránulos de estrés (Li and Gregory, 
2008; Tsuchiya et al., 2007). 
Por último destacamos la existencia de polimorfismos de tipo SNP (“Single Nucleotide 
Polymorphism”) dentro de las secuencias de miRNAs. La presencia de estos polimorfismos 
en los miRNAs se ha asociado a susceptibilidad a distintas enfermedades desde Parkinson 
hasta cáncer (Sethupathy and Collins, 2008; Bandiera et al., 2010; Ryan et al., 2010). 
Cambios de un único nucleótido dentro de la región “seed” del miRNA pueden provocar 
errores en el reconocimiento del mRNA objeto de la regulación. 
PAPEL DE LOS RNAS NO CODIFICANTES REGULADORES DE PEQUEÑO TAMAÑO DURANTE LA 
EMBRIOGÉNESIS. 
Los RNAs no codificantes reguladores de pequeño tamaño, entre los que 
encontramos miRNAs, piRNAs o endo-siRNAs, están emergiendo como elementos esenciales 
del proceso de embriogénesis. Controlando la expresión génica pueden involucrarse en 
distintos procesos que comprenden desde la introducción de modificaciones en la cromatina 
hasta la degradación de los mRNAs. Muchos aspectos del proceso de formación del embrión 
podrían estar controlados por estos RNAs, incluyendo la transición desde la expresión del 
genoma materno en el ovocito hasta la expresión del nuevo genoma cigótico formado tras la 
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fecundación, el mantenimiento de la pluripotencia, el patrón de los ejes corporales del 
organismo, la especificación y la diferenciación de los distintos tipos celulares y la 
organogénesis. 
En el presente trabajo hemos caracterizado la participación de los miRNAs, endo-
siRNAs y piRNAs, durante las etapas del desarrollo embrionario preimplantacional de ratón. 
A continuación describimos los procesos más importantes que tienen lugar durante este 
periodo de tiempo, que transcurre desde la fecundación del ovocito por el espermatozoide 
hasta la implantación en el endometrio uterino del embrión en la etapa de blastocisto. 
DESARROLLO EMBRIONARIO PREIMPLANTACIONAL DE RATÓN. 
En ratón (Mus musculus), usado como modelo experimental en el presente trabajo, 
durante los cuatro primeros días tras la fecundación, el embrión se desarrolla sin interacción 
íntima con el útero materno, pasando por varias etapas morfológicamente diferenciadas 
previas a su implantación uterina. Este periodo de tiempo se ha denominado desarrollo 
embrionario preimplantacional. El cigoto de ratón sufre una primera división simétrica 24 
horas después de la fecundación, dando lugar al embrión de dos células. Poco antes de que 
comience la primera división celular, se produce la activación del genoma cigótico en un 
fenómeno denominado ZGA (“Zygotic Genome Activation”) concomitante con el comienzo 
de la degradación del mRNA materno heredado del ovocito (Schultz, 2002). La ZGA ocurre en 
dos fases. La primera fase sucede antes de la división celular que origina el embrión de dos 
células y conlleva la activación de un menor número de genes que la segunda. Se denomina  
“ZGA menor” (“minor ZGA”), y dará lugar a un pequeño grupo de polipéptidos (Latham et al., 
1991). La segunda fase se conoce con el nombre de “ZGA principal” (“major ZGA”), y 
promueve una dramática reprogramación de los patrones de expresión génica que origina 
una gran cantidad de transcritos que no están presentes en la etapa de ovocito (Hamatani et 
al., 2004; Schultz, 2002). Las dos siguientes divisiones, también simétricas, dan lugar a la 
formación del embrión de cuatro y ocho células respectivamente. Durante la transición 
entre estas dos etapas tiene lugar el segundo gran evento de activación génica denominado 
MGA (“Mid-preimplantation Gene Activation). Esta segunda gran activación génica 
promueve la expresión de genes claves durante los procesos de diferenciación y 
proliferación celular que tendrá lugar en el blastocisto (Hamatani et al., 2004). En ratón, a los 
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2.5 días de desarrollo, el embrión de ocho células se inicia la compactación y las células 
adquieren una morfología de epitelio polarizado que se va a mantener únicamente en las 
células más externas durante las sucesivas divisiones para formar el embrión de 16 y 32 
células, conocido como mórula compacta. Esta distinción entre células externas polarizadas 
e internas no polarizadas va a dar lugar a la primera decisión de linaje que tiene lugar en el 
desarrollo del embrión. Así, a los 3.5 días de desarrollo la mórula compacta se expande para 
formar una cavidad conocida como blastocele y una masa de células internas en 
diferenciación (la masa celular interna o ICM, “Inner Cell Mass”), ambas rodeadas por las 
células externas que forman ahora una capa epitelial: el trofoectodermo, a partir del cual se 
desarrolla el trofoblasto. El embrión en esta etapa del desarrollo se conoce como 
blastocisto, y está formado únicamente por los linajes de la ICM y el trofoectodermo (Kunath 
et al., 2005). Mientras que el trofoectodermo supone un linaje exclusivamente 
extraembrionario, las células de la masa celular interna van a sufrir otra segregación de 
linajes durante la etapa de blastocisto tardío, por la cual se distinguen las células que 
formarán el endodermo primitivo de aquellas que únicamente darán lugar a linajes 
embrionarios y que constituyen el epiblasto (Rossant and Tam, 2009; Rossant et al., 2003). 
Así, en el ratón como en el resto de mamíferos, el embrión propiamente dicho se desarrolla 
sólo a partir de la masa celular interna, mientras que las células que conforman el 
trofoblasto se convertirán en el corion placentario con un papel esencial en la nutrición 
embrionaria e interacción con la madre. 
La diferenciación a estos linajes celulares está finamente regulada por redes génicas 
de interacción en las que intervienen factores de transcripción expresados específicamente 
en cada tipo celular y que actúan potenciando un determinado destino celular a la vez que 
reprimen el contrario. El mecanismo exacto por el que se desencadena la especificación del 
linaje del trofoectodermo en las células más externas de la mórula compacta no es bien 
conocido. Se ha implicado recientemente al factor de transcripción Tead4 como primer 
responsable conocido de la especificación del trofoectodermo a través de su interacción con 
proteínas de la vía Hippo (Nishioka et al., 2009). Sin embargo, el primer gen con expresión 
restringida al linaje del trofoectodermo descrito hasta el momento es el factor de 
transcripción Cdx2 (Strumpf et al., 2005).  
En la formación inicial del blastocisto, Cdx2 establece una relación de mutua 
represión con el factor de transcripción Oct4, cuya expresión se restringe a células de la 
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masa celular interna. Por otro lado, Cdx2 dirige la expresión en el trofoectodermo del factor 
de transcripción Eomes, esencial también para el desarrollo del trofoectodermo (Niwa et al., 
2005; Russ et al., 2000). En la segunda decisión de linaje, por la cual se van a formar el 
epiblasto y en endodermo primitivo, intervienen de nuevo dos factores de transcripción 
específicos de tipo celular, que son en este caso Nanog en el epiblasto y Gata6 en el 
endodermo primitivo. Del mismo modo que Oct4 actúa en el mantenimiento del destino 
celular embrionario frente al de trofoectodermo mediante la represión de Cdx2, Nanog lo 
mantiene frente al de endodermo primitivo mediante la represión de Gata6 (Rossant and 
Tam, 2009). Así, en el blastocisto, Cdx2 y Eomes se encargan del mantenimiento de las 
células del trofoblasto mientras que Oct4 (también conocido como Pou5f1) y Nanog se 
ocupan de preservar el destino embrionario. 
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1. Investigar el posible papel regulador de los microRNAs (miRNAs) 
durante el desarrollo preimplantacional de ratón desde ovocito a 
blastocisto. 
2. Evaluar la regulación de la expresión de genes codificantes a 
proteínas implicadas en el proceso de biogénesis de miRNAs durante 
estas etapas del desarrollo embrionario. 
3. Caracterizar sobre miRNAs definidos la dinámica de su biogénesis 
desde las formas precursoras, pri-microRNA y pre-microRNA, a las 
formas maduras de miRNA, en las distintas etapas del desarrollo.  
4. Analizar el papel regulador de los mecanismos de “edición” sobre la 
biogénesis de miRNAs, llevados a cabo por las proteínas de la 
familia ADAR. 
5. Caracterizar la expresión y localización celular de Tudor-SN como 
proteína relacionada en la eliminación de las formas precursoras de 
miRNAs, “editadas” por ADAR, y su asociación a otras vías de 
degradación de mRNAs conocidas y localizadas en los “cuerpos-P”. 
6. Analizar los perfiles globales de expresión de los miRNAs y su posible 
papel funcional durante las etapas de desarrollo embrionario 
preimplantacional prestando especial interés a la activación del 
genoma cigótico y la diferenciación celular en la transición entre las 
etapas de mórula y blastocisto. 
7. Analizar mediante secuenciación masiva de RNAs las poblaciones de 
miRNAs, endo-siRNAs y piRNAs asociadas a la fecundación y la 
activación del genoma cigótico.  
8. Evaluar el papel regulador de las poblaciones de endo-siRNAs y 
piRNAs sobre la actividad de elementos transponibles, durante la 
reprogramación génica que tiene lugar tras la singamia. 
Biogénesis y expresión de microRNAs durante el desarrollo embrionario preimplantacional de ratón. 
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MATERIAL. 
1. SOLUCIONES 
Fijador celular: Paraformaldehido (PFA) al 4% (p/v) en PBS 1X pH 7.0. 
Solución de hialuronidasa (Sigma, Ref.: H3506): en medio M2 a 20 mg/ml. 
PBS: solución acuosa de NaCl 136 mM, KCl 2.6 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1.7 mM, pH 
7.4. 
PBST: solución acuosa de NaCl 135 mM, KCl 2.6 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1.7 mM, 0.1 
% Tween-20, pH 7.4. 
SSC 20X: NaCl 3 M, Citrato sódico 0.03M, pH 7.0 en agua. 
Tampón TAE: solución acuosa Tris 1.6 M, acetato sódico 0.8 M, EDTA (ácido 
etildiaminotetracetico 40 mM, pH 7.2. 
Tampón TBE: solución acuosa Tris 90 mM, ácido bórico 90 mM, EDTA 2 mM, pH 8.0. 
Solución ácida de Tyrode: NaCl 0.8 g/ml, KCl 0.02 g/ml, 0.02, CaCl2•2H2O, 0.024 g/ml, 
MgCl2•6H2O, 0.024 g/ml, glucosa 0.1 g/ml, PVP (polyvinil pirrolidona) 0.4 g/ml en agua. 
Tampón TE: solución acuosa TrisHCl 10 mM pH 7.5, EDTA 10 mM, SDS (doecil sulfato 
sódico) 0.2 % (p/v). 
Soluciones DEPC (dietil pirocarbonato): agua o soluciones tratadas con DEPC 0.1 % (v/v). 
Fueron agitadas  enérgicamente y esterilizadas en autoclave.  
Tampón de carga de electroforesis de DNA: solución acuosa glicerol 50 % (v/v), SDS 0.1 % 
(v/v), EDTA 0.1 M, azul de bromofenol 0.025% (v/v), xilen-cianol 0.025 % (v/v). 
Tampón de carga de electroforesis de proteínas: TrisHCl 60 mM pH 6.8, glicerol 10% (v/v), 
SDS 2 % (p/v), azul de bromofenol0.005 % (v/v), β-mercaptoetanol 0.7 unidades. 
Tampón de electroforesis de proteínas: Tris 25 mM, glicina 0.2 M, SDS 0.1 % (v/v). 
Tampón de electrotransferencia de proteínas: Tris 25 mM, glicina 0.2 M, metanol 20 % 
(v/v). 
Tampón de extracción de DNA (a partir de colas de ratón): TrisHCl 50 mM pH 8.0, EDTA 
0.1 M, NaCl 0.1 M, SDS 1 %, proteinasa K 14 µg/ml. 
Tampón de extracción de proteínas: 1.5% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM 
NaCl, 1mM EDTA, 100 uM PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo), 1 ug/ml aprotinina, 1 
ug/ml leupeptina, 20 mM NaF, 10 mM pirofosfato sódico, 200 uM ortovanadato sódico. 
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Tampón de transferencia de proteínas: Tris-Base 33 mM, glicina 194 mM y metanol 20%. 
Solución de Denhardt: BSA fracción V (albumina de suero bovino) 20 g/l, Ficoll 400 20 g/l, 
PVP 20 g/l, pH 7.0. 
Tampón de hibridación RNA/RNA: SSC 4X pH 7.0, Formamida 50 %, Heparina 100 µg/ml, 
tRNA 250  µg/ml, DNA de esperma de salmón 100 µg/ml, solución de Denhardt´s 2X, 
Tween-20 0.1 %.  
Buffer de lavado tras la hibridación: Formamida 50%, SSC 2X, Tween-20 0.1%. 
PK/PBST: 3.0 µg/ml de Proteinasa K en PBST.  
Solución de fijación para ovocitos y embriones tratados con Proteinasa K: 
Paraformaldehido 4 %, Glutaraldehido 0.2 % en PBST 
TBS-Tween: Tris-Cl 20mM, NaCl 137 mM, pH 7,6 
2. MEDIOS DE CULTIVO. 
LB: bactotriptona 1 % (p/v), extracto de levadura 0.5 % (p/v), NaCl 8.5 mM, pH 7.5. 
Esterilizado en autoclave. 
LB agar: medio LB más agar al 1.5 % (p/v). Para cultivos selectivos se suplementó con los 
siguientes componentes: ampicilina 50 µg/ml, kanamicina 50 µg/ml, IPTG (isopropil-β-D-I-
tiogalactopiranóxido) 0.5 mM, X-Gal (5-Bromo-4-Cloro-Indolil-β-D-galactopiranóxido) 40 
µg/ml. 
Medio de cultivo de células NIH-3T3: DMEN (GIBCO BRL, Ref.: 41966-029) suplementado 
con suero bovino fetal (SBF) 10 % (v/v), L-glutamina (2 mM), penicilina-estreptomicina 
100 U/ml. 
Medio M2 para el cultivo de embriones de ratón: NaCl 94.7 mM, KCl 4.8 mM, CaCl2-2H2O 
1.7 mM, KH2PO4 1.2 mM, MgSO4-7H2O 1.2 mM, NaHCO3 25 mM, HEPES 20.85 mM, 
lactato sódico 23.3 mM, piruvato sódico 0.3 mM, glucosa 5.6 mM, penicilina G 100 U/ml, 
estreptomicina 50 mg/ml, rojo fenol 0.001 % (p/v). 
 Medio M16 para el cultivo de embriones de ratón: NaCl 94.7 mM, KCl 4.8 mM, CaCl2-
2H2O 1.7 mM, KH2PO4 1.2 mM, MgSO4-7H2O 1.2 mM, NaHCO3 4.2 mM, lactato sódico 
23.3 mM, piruvato sódico 0.3 mM, glucosa 5.6 mM, penicilina G 100 U/ml, estreptomicina 
50 mg/ml, rojo fenol 0.001 % (p/v). 
3. REACTIVOS. 
Aceite mineral (Sigma-Aldrich M8410) 
M2 (Sigma-Aldrich M7167) 
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M16 (Sigma-Aldrich M7292) 
PMSG (“Pregnant Mare Serum Gonadotropin”) (Sigma-Aldrich G4877) 
hCG (“human Chorionic Gonadotropin”) (Sigma-Aldrich C1063) 
SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen 18064-022) 
5X First-Strand buffer: Tris-HCl 250 mM pH 8.3, KCl 375 mM, MgCl2 15mM. 
Taq DNA polymerase (Invitrogen 10342-053) 
10X PCR buffer: Tris-HCl 200 mM pH 8.4, KCl 500 mM 
RNasin Plus RNase Inhibitor (Promega N2611) 
M-MLV Reverse Transcriptase (Promega M1701) 
M-MLV 5X RT buffer: Tris-HCl 250 mM pH 8.3, KCl 375 mM, MgCl2 15 mM, DTT 50 mM. 
NBT/BCIP (Roche Cat. No. 11 681 451 001) 
“Mounting medium Santa Cruz” (sc-24941) 
4. ESTIRPES BACTERIANAS. 
DH5α: Escherichia coli quimiocompetentes 
5. LÍNEAS CELULARES. 
NIH 3T3: Línea establecida de fibroblastos de ratón (ATCC, Ref.: CRL 1658). 
6. KITS COMERCIALES. 
Trizol Reagent (Invitrogen, 15596-026). 
TOPO-TA cloning (Invitrogen, K4500-01) 
ECL Western Blotting detection reagents and analysis system (Amersham, RPN2106). 
ExoSAP-IT (USB, 78200) 
RetroTools Two step Kit (RetroTools, 10051) 
Absolutely RNA Nanoprep Kit (Stratagene, 400753) 
High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche, 11754777001) 
 
7. VECTORES DE EXPRESIÓN. 
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pCR®2.1-TOPO (Invitrogen): vector empleado para el clonaje de productos de PCR 
generados por Taq polimerasa. 
8. ANIMALES. 
Mus musculus: hembras C57BL6 cruzadas con machos DBA/2 
9. MEMBRANAS Y FILTROS. 
Trans-Blot transfer membranes (Bio-Rad, 162-0196): Membranas de nitrocelulosa de 0.45 
µm de poro, empleadas para transferir proteínas. 
Acrodisc® Syringe Filters (Pall, PN4602): filtros empleados en la preparación de los medios 
de cultivo de embriones. 
Ultrafree®-DA (Millipore, 42600): columnas utilizadas para la extracción de DNA a partir 
de geles de agarosa.  
10. PROGRAMAS INFORMÁTICOS. 
Comparación de secuencias nucleotídicas y proteicas. 
BLAST (“Basic Local Alingment search Tool”): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 
ENSEMBL: http://www.ensembl.org/index.html 
Universidad de California Santa Cruz (UCSC): 
http://hgdownload.cse.ucsc.edu/downloads.html 
“DNA Compare” software 
Bioedit software 
Sequence Scanner 
Paquete de aplicaciones informáticas.  
CLC genomics workbench 4 
Repeat Masker 
R.2.1.2.1 
Strawberry Perl 
Adobe design Premiun CS4 
CSVed software 
Multiexperiment viewer  4.6.0 software 
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Bases de datos de genes y proteínas. 
ENSEMBL: http://www.ensembl.org/index.html 
MirBase: http://www.mirbase.org/ 
ncRNA Database: http://www.ncrna.org/frnadb/download 
 
snoRNAs, snoRNA database: http://www-snorna.biotoul.fr  
 
piRNA database: http://research.imb.uq.edu.au/rnadb/FastaDownloads/default.aspx 
 
Deepbase (rasRNA database): http://deepbase.sysu.edu.cn/browseRasRNA.php 
 
MicroRNAorg: http://www.microrna.org/microrna/home.do 
TargetScan: http://www.targetscan.org/ 
Swiss-prot: http://expasy.org/sprot/ 
Pubmed: www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ 
miRDeep: http://www.mdc-berlin.de/en/research 
Diseño de oligonucleótidos. 
Universalprobelibrary: https://www.roche-applied-science.com  
11. OLIGONUCLEÓTIDOS. 
 
Tabla 1. Cebadores utilizados durante el análisis de expresión mediante RT-qPCR e hibridación in situ. (C)* 
Cebadores diseñados para amplificar la secuencia canónica del miR-151-3p; (M)* cebadores diseñados para 
amplificar la secuencia del miR-151-3p que contiene un nucleótido editado; (MM)* cebadores diseñados 
para amplificar la secuencia del miR-151-3p que contiene dos nucleótidos editados. Las sondas comerciales 
utilizadas para la amplificación de miRNAs fueron diseñadas por Applied Biosystems. La sonda utilizada para 
hibridación in situ es comercializada por la empresa EXIQON. 
Denominación Entrada en ENSEMBL Secuencia 5´-3´ Aplicación 
Ago1-F ENSMUSG00000041530 GGTGGACAAGGAACATGACA RT-qPCR 
Ago1-R ENSMUSG00000041530 ATCCTGGTGAACCTGCACA RT-qPCR 
Ago2-F ENSMUSG00000036698 GCCGTCCTTCCCACTACCAC RT-qPCR 
Ago2-R ENSMUSG00000036698 GGTATTGACACAGAGCGTGTGC RT-qPCR 
Ago3-F ENSMUSG00000028842 TTGGAAGAAGCGGCAACATC RT-qPCR 
Ago3-R ENSMUSG00000028842 GATAGTGTGAAGGACGGCTGGT RT-qPCR 
Ago4-F ENSMUSG00000042500 ACACGCTCCGTCTCCATTCC RT-qPCR 
Ago4-R ENSMUSG00000042500 GACTGCCTTCCGCACTGTCA RT-qPCR 
Ago5-F OTTMUSG00000018911 GGGAAAGATGATATCAAACAATATGA RT-qPCR 
Ago5-R OTTMUSG00000018911 TTTCTCTCCAGATAATACACTCGAAG RT-qPCR 
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Dicer-F ENSMUSG00000041415 GGATGCGATGTGCTATCTGGA RT-qPCR 
Dicer-R ENSMUSG00000041415 GCACTGCTCCGTGTGCAA RT-qPCR 
Drosha-F ENSMUSG00000022191 GGACCATCACGAAGGACACTT RT-qPCR 
Drosha-R ENSMUSG00000022191 ATGCCCAGTTCCTCTGCTACCT RT-qPCR 
ADAR1p110-F ENSMUST00000107404 GGGTCTTGATCGGGGAGA RT-qPCR 
ADAR1p110-R ENSMUST00000107404 GCTGCCAGAGAGAGGAAGTG RT-qPCR 
ADAR1p150-F ENSMUST00000107405 GCCGGCACTATGTCTCAAG RT-qPCR 
ADAR1p150-R ENSMUST00000107405 GCTGGAAACTCCTAGGGTAAGAC RT-qPCR 
ADARb1-F ENSMUSG00000020262 ATCCCGCCTGTGTAAGCA RT-qPCR 
ADARb1-R ENSMUSG00000020262 GACTCGTGGTATGTGGTAGGC RT-qPCR 
ADARb2-F ENSMUSG00000052551 CCACAGGATGGAGGGAATC RT-qPCR 
ADARb2-R ENSMUSG00000052551 GCACTGAAGTGGGGAGACTT RT-qPCR 
Tudor SN-F ENSMUSG00000001424 TCTACATCGACTACGGCAACA RT-qPCR 
Tudor SN-R ENSMUSG00000001424 GTGCTGAAGGCAGGTGGTA RT-qPCR 
Xpo5-F ENSMUSG00000067150 GAAGTAGCCCCCTCGTCTGT RT-qPCR 
Xpo5-R ENSMUSG00000067150 AGCAGTGCTGTGCAGACATC RT-qPCR 
Piwil1-F ENSMUSG00000029423 GTCCATCGCAGGATTCGT RT-qPCR 
Piwil1-R ENSMUSG00000029423 AGCACACCTTGAGACCATCC RT-qPCR 
Piwil2-F ENSMUSG00000033644 CCACATCAGGAGATTGTGGA RT-qPCR 
Piwil2-R ENSMUSG00000033644 TGGGAGACAATGGTTCACCT RT-qPCR 
Piwil4-F ENSMUSG00000036912 TAAGCAGGGAACGATGCTG RT-qPCR 
Piwil4-F ENSMUSG00000036912 CGACCATCAGGGACTTCAAT RT-qPCR 
H2afz-F ENSMUSG00000037894 ACAGCGCAGCCATCCTGGCGTA RT-qPCR 
H2afz-R ENSMUSG00000037894 TTCCCGATCAGCGATTTGTGGA RT-qPCR 
Ppia-F ENSMUSG00000071866 CGCGTCTCCTTCGAGCTGTTTG RT-qPCR 
Ppia-R ENSMUSG00000071866 TGTAAAGTCACCACCCTGGCACAT RT-qPCR 
Dgcr8-F ENSMUSG00000022718 CCTAAAGACAGTGAAGAACTGGAGTA RT-qPCR 
Dgcr8-R ENSMUSG00000022718 CATGGAGGATCTGATATGGAGAC RT-qPCR 
U6-F ENSMUSG00000064386 GCATGACGTCTGCTTTGGA RT-qPCR 
U6-R ENSMUSG00000064386 CCACAATCATTCTGCCATCA RT-qPCR 
Pri-miR-151 F No anotado TGATGGAGCGCTTTCCTG RT-qPCR 
Pri-miR-151 R No anotado GTCCTCAAGGAGCCTCAGTC RT-qPCR 
Pre-miR-151  F MI0000173 CTCGAGGAGCTCACAGTCTAGTA RT-qPCR 
Pre-miR-151 R MI0000173 GTCCTCAAGGAGCCTCAGTC RT-qPCR 
Pri-miR-99b F No anotado CTCCTGGGTCCTGGCAC RT-qPCR 
Pri-miR-99b R No anotado GACACGGACCCACAGACAC RT-qPCR 
Pre-miR-99b F MI0000147 CCCACCCGTAGAACCGAC RT-qPCR 
Pre-miR-99b R MI0000147 GACACGGACCCACAGACAC RT-qPCR 
Pri-miR-Let7a-1 F No anotado CCCTGGATGTTTCTCTTCA RT-qPCR 
Pri-miR-let7a-1 R No anotado TCACCTTAGGAAAGACAGTAGATT RT-qPCR 
Pre-miR-Let7a-1 F MI0000556 GGTAGTAGGTTGTATAGTTTTAGGG RT-qPCR 
Pre-miR-let7a-1 R MI0000556 TCACCTTAGGAAAGACAGTAGATT RT-qPCR 
Pri-miR-20a F No anotado TATTGTGTCGATGTAGAGCCT RT-qPCR 
Pri-miR-20a R No anotado TTCTACAGCTGGCAGTACTTT RT-qPCR 
Pre-miR-20a F MI0000568 GTGTGATGTGACAGCTTCTG RT-qPCR 
Pre-miR-20a R MI0000568 TTCTACAGCTGGCAGTACTTT RT-qPCR 
Pri-miR-292 F No anotado GGATGTAAGGCAGTCGTG RT-qPCR 
Pri-miR-292 R No anotado ACTCAAAACCTGGCGG RT-qPCR 
Pre-miR-292 F MI0000390 TGTGATACTCAAACTGGGG RT-qPCR 
Pre-miR-292 R MI0000390 ACTCAAAACCTGGCGG RT-qPCR 
mmu-miR-99b MIMAT0004525 Sonda comercial RT-qPCR 
mmu-miR-let7a-1 MIMAT0004620 Sonda comercial RT-qPCR 
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mmu-miR-20a MIMAT0004627 Sonda comercial RT-qPCR 
mmu-miR-290-5p MIMAT0000366 Sonda comercial RT-qPCR 
mmu-miR-292-3p MIMAT0000370 Sonda comercial RT-qPCR 
mmu-miR-292-5p MIMAT0000369 Sonda comercial RT-qPCR 
mmu-miR-293 MIMAT0000371 Sonda comercial RT-qPCR 
mmu-miR-294 MIMAT0000372 Sonda comercial RT-qPCR 
mmu-miR-294* MIMAT0004574 Sonda comercial RT-qPCR 
mmu-miR-295 MIMAT0000373 Sonda comercial  
mmu-miR-151-3p 
(C)* 
MIMAT0000161 Sonda comercial RT-qPCR 
mmu-miR-151-3p 
(M)* 
SO#65632707 Sonda comercial RT-qPCR 
mmu-miR-151-3p 
(MM)* 
SO#186307388 Sonda comercial RT-qPCR 
mmu-miR-291b-5p MIMAT0003189 Sonda comercial RT-qPCR 
mmu-miR-291a-3p MIMAT0000368 Sonda comercial RT-qPCR 
mmu-miR-291a-5p MIMAT0000367 Sonda comercial RT-qPCR 
M13-R  GGAAACAGCTATGACCATG Secuenciación 
mmu-miR-295 MIMAT0000373 DigN/AGACTCAAAAGTAGTAGCACTTT/DigN 
Hibridación in 
situ 
 
ANTICUERPOS UTILIZADOS. 
Tabla 2. Anticuerpos utilizados durante el presente trabajo (WB: western blot/ D: dilución empleada/IF: 
inmunofluorescencia/√: validado/X: no validado). 
Nombre Casa Comercial Referencia 
Animal 
inmuniza
do 
WB D PM IF D 
RNaseIII 
Drosha 
(H-300) 
Santa Cruz 
Biotechnolo
gy INC 
sc-33778 Conejo X 1/500; 1/100 
159 
kDa - - 
Drosha abcam ab12286 Conejo X 
1/1000;1
/500; 
1/100 
159 
kDa - - 
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Exportin-5 
(E-16) 
Santa Cruz 
Biotechnolo
gy INC 
sc-34619 Cabra X 
1/500; 
1/100;1/
50 
136 
kDa - - 
Dicer (H-
212) 
Santa Cruz 
Biotechnolo
gy INC 
sc-30226 Conejo X 1/500; 1/100 
215 
kDa - - 
Actin (I-
19) 
Santa Cruz 
Biotechnolo
gy INC 
sc-1616 Cabra √ 1/500; 1/100 42 kDa √ 
1/100; 
1/50 
Adar2 (L-
15) 
Santa Cruz 
Biotechnolo
gy INC 
sc-10011 Cabra X 1/500; 1/100 78 kDa - - 
Adar1 (E-
18) 
Santa Cruz 
Biotechnolo
gy INC 
sc-10004 Cabra X 1/500; 1/100 
136 
kDa - - 
TudorSN 
(C-17) 
Santa Cruz 
Biotechnolo
gy INC 
sc-34753 Cabra √ 1/500; 1/100 
100 
kDa √ 
1/100; 
1/50 
Ago1 (E-
12) 
Santa Cruz 
Biotechnolo
gy INC 
sc-32657 Cabra X 1/500; 1/100 96 kDa - - 
Ago2 (N-
13) 
Santa Cruz 
Biotechnolo
gy INC 
sc-32659 Cabra X 1/500; 1/100 96 kDa - - 
Ago3 (F-
12) 
Santa Cruz 
Biotechnolo
gy INC 
sc-32661 Cabra X 1/500; 1/100 96 kDa - - 
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Ago4 (C-
12) 
Santa Cruz 
Biotechnolo
gy INC 
sc-32665 Cabra X 1/500; 1/100 96 kDa - - 
Dcp1α 
University 
of California 
(Lykke-
Andersen) 
“Dcp1-Bodies 
in Mouse 
Oocytes”(Swe
tloff et al., 
2009) 
Conejo √ 1/500; 1/100 65 kDa √ 
1/100;
1/50 
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MÉTODOS. 
OBTENCIÓN Y CULTIVO DE OVOCITOS Y EMBRIONES DE RATÓN EN DISTINTAS FASES DE SU DESARROLLO. 
El modelo experimental utilizado fue Mus musculus (hembras C57BL6J cruzadas 
con machos DBA/2). Los animales fueron obtenidos de la producción propia y 
estabulación CIB-CSIC (Nº de registro 28079-30A). Las condiciones de cría y estabulación 
son las establecidas para esta especie, con ciclos de luz de 12h/día, temperatura 22± 1 ⁰C, 
humedad 50-55% y alimentación ad libitum. Los procedimientos siguieron las 
disposiciones legales y los protocolos aprobados por el Comité de Bioética del CSIC. 
INDUCCIÓN DE LA SUPEROVULACIÓN. 
Debido a la necesidad de obtener un elevado número de ovocitos y embriones 
fecundados optamos por la inducción de superovulación mediante estimulación 
hormonal. El método está basado en la metodología descrita previamente (Pluck and 
Klasen, 2009). Las hembras de ratón fueron sometidas a un tratamiento con inyección 
intraperitoneal de gonadotropinas antes de cruzarlas con los machos. Mediante este 
procedimiento se inducen a madurar un gran número de folículos inmaduros. La 
superovulación aumenta considerablemente el número de ovocitos ovulados (entre 2-4 
veces) y por tanto nos permite disminuir el número de hembras necesarias para un 
determinado experimento. La inducción eficiente de superovulación depende de 
variables como la edad y peso de las hembras, dosis y tiempos de administración de 
hormonas, cepa usada, ciclo de luz/oscuridad, temperatura y humedad de la habitación y 
de otras condiciones ambientales como la densidad de animales en la habitación y en la 
jaula. Las hormonas que se administran para inducir la superovulación en ratón son: 
PMSG y hCG. La PMSG (“Pregnant Mare´s serum Gonadotropin”) mimetiza a la hormona 
folículo-estimulante (FSH) responsable de la maduración de los folículos. Mientras que la 
hCG (“human Chorionic Gonadotropin”) mimetiza la hormona luteinizante (LH) que 
rompe el folículo liberando los ovocitos y provocando la ovulación. Se utilizaron hembras 
prepúberes que todavía no tenían establecidos los ciclos de ovulación endógena, para 
que no interfiriera con el ciclo de ovulación inducido por hormonas. Las hembras 
utilizadas para la obtención de ovocitos y embriones tenían 4 semanas y un peso medio 
de 15,34 g. Se administraron 5 UI de cada una de las hormonas por hembra. 
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El tiempo de administración de gonadotropinas es crítico, se requiere un intervalo 
de 42-47 horas entre la inyección de PMSG y la de hCG para que la administración de la 
hCG se produzca antes de la liberación de LH endógena. 
PROTOCOLO DE HORMONACIÓN. 
Día 1. Inyección de PMSG 
Día 3. Inyección de hCG (entre 42-47 desde la administración de la primera hormona). Las 
hembras hormonadas se cruzan (cuando se pretende recoger embriones y no ovocitos) 
con machos fértiles. 
Día 4.  Seleccionamos las hembras que han sido fecundadas por la identificación del tapón 
vaginal. Recolectamos los embriones, considerando que se encuentran en el día 0.5 p.c., 
como se indica más adelante. 
OBTENCIÓN Y MANIPULACIÓN DE OVOCITOS Y EMBRIONES DE RATÓN EN DISTINTAS FASES DE DESARROLLO. 
Para manipular los ovocitos y embriones se utilizan micropipetas fabricadas a 
partir de capilares de vidrio de 1 mm de diámetro. Estos capilares son moldeados 
mediante calentamiento en la llama. Se montan en un sistema de succión formado por un 
tubo Tygon y una boquilla que permite controlar mediante succión, el manejo de los 
ovocitos y embriones bajo microscopio estereoscópico.  
La obtención de embriones en las primeras fases de desarrollo, antes de su 
implantación, se lleva a cabo mediante la disección del tracto reproductor. Separamos el 
oviducto del resto del tracto reproductor colocándolo en gotas de 100 µl de medio M2. 
Los ovocitos y embriones se aíslan rasgando el ámpula del oviducto. El ámpula contiene 
los ovocitos y embriones rodeados de células foliculares que forman un cúmulo. Para su 
cultivo es necesario disgregar las células foliculares y aislar los ovocitos o embriones. Esto 
se consigue mediante la adición de hialuronidasa (concentración final 0.3 mg/ml). Una vez 
separados de las células foliculares, los ovocitos o embriones aislados se someten a 
lavados en distintas gotas de M2 para eliminar los restos de hialuronidasa y células 
foliculares residuales y se almacenan a 37 ⁰C hasta su inmediata utilización. 
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MÉTODO DE CULTIVO EN MICROGOTAS. 
Los embriones pueden mantenerse en cultivo in vitro en medio M16 o similares 
desde el estado de cigoto (día 0.5 pc.) hasta el estado de blastocisto (4.5 días p.c.); más 
allá de este punto sólo pueden seguir su desarrollo in vivo. Se utilizó el cultivo 
embrionario en microgotas desarrollado por Brinster (1963)(Hammer, 1998), para 
obtener los embriones en las distintas etapas del desarrollo preimplantacional. El cultivo 
embrionario en microgotas consiste en situar gotas de medio de cultivo M16 (o 
equivalente) de 25-50 µl sobre el fondo de una placa p-35 y recubrirlas con una capa de 
aceite mineral que impide que las gotas se sequen durante los días de cultivo. Los cultivos 
se mantienen en incubadores con fase gaseosa y humedad (5 % de CO2 y 37 oC). 
ELIMINACIÓN DE LA ZONA PELÚCIDA. 
Para los experimentos que implicaban análisis de RNAs,  necesitamos eliminar la 
zona pelúcida, capa externa rica en glicoproteínas, que recubre los ovocitos y embriones. 
Su eliminación facilita la lisis de los ovocitos y embriones por choque térmico e impide 
que su alta carga proteica interfiera en la eficiencia de las subsiguientes reacciones de 
retrotranscripción y amplificación. La eliminación de la zona pelúcida se lleva a cabo 
mediante el tratamiento de ovocitos y embriones con la solución de Tyrode (Hammer, 
1998) dispensada en microgotas sobre una placa p-35. En estas microgotas se introducen 
los ovocitos y embriones y observamos a la lupa como se disgrega la zona pelúcida. En ese 
momento los ovocitos y embriones se lavan en gotas de medio M2 para eliminar los 
restos de la solución de Tyrode. 
RECOLECCIÓN Y ALMACENAJE DE OVOCITOS Y EMBRIONES USADOS EN RT-QPCR. 
Desprovistos de zona pelúcida los ovocitos o embriones se transfieren desde las 
gotas de medio M2 dónde se eliminan los restos de solución de Tyrode, hasta gotas de 
PBS DEPC 1X, y después individualmente a tubos eppendorf de 0.2 ml donde se 
almacenan a –80 ⁰C hasta su posterior uso, acumulándolos en 2 µl de PBS-DEPC 1x, 
clasificados según las distintas etapas del desarrollo. 
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EXTRACCIÓN DE RNA TOTAL DE TEJIDOS. 
Los diferentes tejidos se extrajeron mediante material libre de ribonucleasas e 
inmediatamente transferidos a tubos estériles. Para la extracción de RNA total se empleó 
el reactivo TRIZOL (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
concentración del RNA se cuantificó en Nanodrop-2000 (Fisher Scientific), usando 1-2 µl 
de muestra. La integridad del RNA se midió mediante el sistema de electroforesis en chip 
Bioanalyzer (Agilent). 
EXTRACCIÓN DE DNA GENÓMICO. 
El DNA genómico se obtuvo a partir de un fragmento (de 2-3 mm) del final de la 
cola de ratón. Se mantuvieron las colas de ratón siguiendo el protocolo previamente 
descrito por Laird y col (Laird et al., 1991).  La concentración del DNA se midió en 
Nanodrop-2000.  
El DNA obtenido de las colas de ratón se utilizó para el genotipado de ratones de 
las cepas C57BL6J y DBA/2 con el objetivo de comprobar que los cambios adenina por 
guanina, observados en las secuencias de las formas precursoras de miR-151-3p y miR-
99b, no se debieran a SNPs sino a modificaciones postranscripcionales. Para ello se 
amplificó mediante PCR la región correspondiente a cada una de las moléculas 
precursoras utilizando los mismos cebadores empleados en la metodología de RT-qPCR.  
Los amplicones obtenidos fueron secuenciados y se comprobó que los cambios 
adenina por guanina observados en las formas precursoras de miRNA, tenían su origen en 
cambios postranscripcionales y no en polimorfismos de secuencia tipo SNP. 
SDS-PAGE Y WESTERN BLOT 
Para analizar muestras proteicas por electroforesis en geles de poliacrilamida en 
presencia de SDS (SDS-PAGE), se utilizaron protocolos estándares en la preparación de las 
muestras y de los geles (Laemmli, 1970). Para su posterior electrotransferencia a filtros de 
nitrocelulosa se usaron protocolos clásicos (Bittner et al., 1980; Towbin et al., 1979). Las 
proteínas fueron detectadas por electroquimioluminiscencia usando el kit ECL Western 
Blotting Detection System (GE Healthcare). 
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La lisis del tejido, (testículo de ratón) se llevó a cabo mediante la homogeneización 
mecánica en el tampón de extracción proteica manteniéndose posteriormente durante 1 
hora a 4 ⁰C, posteriormente se centrifugó la muestra a 12.000 rpm durante 1 hora a 4 ⁰C y 
se recogió el sobrenadante. 
 La concentración de proteínas del lisado de testículo se determinó mediante la 
cuantificación por espectrofotometría UV/visible (Nanodrop. ND-2000). Las muestras 
fueron desnaturalizadas, durante 5 minutos a 95 ⁰C en presencia de β-mercaptoetanol. Se 
resolvieron en gel de poliacrilamida 10% (p/v), a amperaje constante (15 mA/gel), un total 
de 60 ng de proteína. En todos los casos se usó un marcador de peso molecular (New 
England Biolabs). Las proteínas resueltas en el gel, se transfirieron a una membrana de 
nitrocelulosa (Amershan-Pharmacia-Biotech) con tampón de transferencia de proteínas a 
100V durante 45 minutos. La membrana fue incubada con una solución de leche 
desnatada 5% (p/v) en TBS-Tween 0,5% (v/v), durante 1 hora para el bloqueo de uniones 
inespecíficas. Tras ello, diferentes membranas se incubaron con cada correspondiente 
anticuerpo primario policlonal para cada una de las proteínas analizadas (Santa Cruz) en 
distintas diluciones. Como control positivo se incubó con el anticuerpo primario anti-
actina (Santa Cruz; dilución 1:5000). 
Para detectar la unión del anticuerpo primario se usaron anticuerpos secundarios 
acoplados a peroxidasa, concretamente, anticuerpos anti-IgG de especificidad de cabra 
(Santa Cruz, dilución 1:5000), que están acoplados a peroxidasa. Por último, para 
visualizar la unión de los anticuerpos se usó un Kit de detección de luminiscencia basado 
en una reacción específica de la peroxidasa siguiendo las instrucciones de la casa 
comercial (GE Healthcare).  
INMUNOCITOQUÍMICA. 
Los ovocitos y embriones fueron fijados en PFA al 4 % durante 20 minutos a 
temperatura ambiente. Seguidamente se lavaron tres veces con PBS-T 1X y fueron 
permeabilizados con 0.25 % Tritón X-100 durante 2 minutos. A continuación, los ovocitos 
y embriones se incubaron en solución de bloqueo una hora, seguido de tres lavados de 5 
minutos en PBS-T 1X e incubación en una nueva gota de PBS-T 1X con el anticuerpo 
primario diluido 1/50, durante 2 horas. Lavados cinco veces en PBS-T 1X durante 5 
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minutos, fueron inmediatamente incubados con el anticuerpo secundario a una dilución 
1/100, durante 45 minutos. Las incubaciones con los anticuerpos primario y secundario se 
realizaron a 37 ⁰C en cámara húmeda. Para finalizar, se realizaron cinco lavados de PBS-T 
1X, de 5 minutos de duración cada uno, y montados en un portaobjetos con una gota de 
Mounting Medium (Santa Cruz) que lleva incorporado DAPI (diclorohidrato de 4´,6 
diamidino-Z-fenilinolol) para reconocer DNA y por tanto núcleos celulares. 
MICROSCOPÍA CONFOCAL. 
Las muestras se analizaron en un microscopio confocal de óptica invertida, modelo 
Leica DMI 6000 CS. Las imágenes fueron tomadas con el objetivo de 63 x, y la 
superposición de las señales de DAPI y Texas Red se realizó con el software de Leica que 
permite la adquisición de series multidimensionales (x, y, z, t), visualización, procesado 
bidimensional y tridimensional de las imágenes. 
HIBRIDACIÓN IN SITU. 
La detección del patrón de expresión del miRNA-295 se llevó a cabo utilizando una 
sonda comercial anti-microRNA modificada mediante LNAs (“Locked Nucleic Acid”) y 
marcada con Digoxigenina en 3´y 5´ (EXIQON). Los LNAs son ácidos nucléicos bloqueados 
y contienen nucleótidos con un puente de metileno  que conecta el oxígeno en posición 
2´de la ribosa con el carbono en posición 4´. El puente origina una conformación cerrada 
3´-endo, que confiere mayor bioestabilidad y por tanto posibilita hibridaciones con mayor 
astringencia y consecuentemente más específicas. 
 
Figura 7. LNA (Locked Nucleic Acid) 
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La hibridación in situ con las sonda LNA se llevó a cabo utilizando protocolos 
previamente descritos (Kloosterman et al., 2006; Toshiyuki Yoshikawa et al.) con las 
modificaciones que se describen a continuación. 
Todas las incubaciones y lavados de los ovocitos y embriones, se realizaron en 
microgotas recubiertas por aceite mineral. Los ovocitos y embriones fueron desprovistos 
de la zona pelúcida, fijados y permeabilizados con Tritón-X al 0.025% a temperatura 
ambiente. Los ovocitos y embriones fueron fijados nuevamente durante 20 minutos en 
0.2% glutaraldehído/4% paraformaldehído en PBT tras la permeabilización para evitar la 
ruptura de los mismos durante el manejo. Antes de la hibridación con la sonda se llevó a 
cabo una pre-hibridación durante 1 hora 30 minutos en solución de hibridación 
(Formamida 50%, SSC 4x, Tween-20 0.1%, Heparina 100 μg/ml, tRNA 250 μg/ml, DNA de 
esperma de salmón 100 μg/ml). 
La temperatura de pre-hibridación e hibridación fue de 50 ⁰C, 20 ⁰C por debajo de 
la Tm indicada para la sonda LNA (70 ºC). La hibridación se llevó a cabo durante una 
noche en 200 μl de solución de hibridación conteniendo 1 µL de sonda marcada. Los 
siguientes pasos del protocolo se llevaron a cabo de acuerdo con lo descrito en 
(Kloosterman et al., 2006), revelando el cuarto día en solución de NBT/BCIP (Roche). 
RT-QPCR. 
Los oligonucleótidos utilizados para las reacciones de retrotranscripción y 
amplificación de mRNAs fueron diseñados a partir del software “universalprobelibrary” 
(Roche). Todas las reacciones de retrotranscripción se realizaron en los mismos tubos 
eppendorf donde se habían almacenado los ovocitos o embriones.  
Retrotranscripción (RT). 
Se realizaron tres tipos de abordajes distintos para llevar a cabo la retrotranscripción 
de los RNAs de los genes analizados: 
- Síntesis de la cadena complementaria de DNA a partir del anillamiento de un 
oligonucleótido con 18 bases de timina (OligodT(18)) capaz de unirse a la región 
3´UTR poliadenilada característica de la mayoría de los RNAs mensajeros. Este 
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abordaje se ha empleado para el análisis de los elementos implicados en la 
biogénesis de miRNAs.  
- Síntesis de la cadena complementaria de DNA a partir de la unión de 
oligonucleótido específico. El oligonucleótido específico utilizado es el mismo que 
se empleará como cebador inverso en la PCR posterior. Este abordaje se ha 
empleado en el análisis de las moléculas precursoras de miRNAs (los pri-
microRNAs y los pre-microRNAs comparten el mismo cebador inverso tanto en la 
RT como en la PCR). 
- Síntesis de la cadena complementaria de DNA a partir del anillamiento de un 
cebador específico que contiene una región que forma un lazo (figura 8). Sobre 
esta región lazo se diseñan el cebador inverso empleado en la PCR posterior. Este 
abordaje se ha usado en el análisis de la expresión de miRNAs maduros mediante 
sondas de hidrólisis Taq-Man®. 
-  
- Figura 8. Cebadores específicos usados en la retrotranscripción de los miRNAs. 
 
Para cada tipo de abordaje empleado en la retrotranscripción se han empleado las 
siguientes reacciones: 
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- OligodT(18). 
Volumen Componente por reacción Concentración Final 
4 µl 5X First Strand Buffer 1X 
2 µl DTT (0.1 M) 0.01 M 
1 µl Mezcla de dNTPs (10 mM cada uno: dA,dT,dG y dC) 0.5 mM cada uno 
1 µl Inhibidor de RNasas RNasin Plus (40 u/µl) 2 u 
1 µl NP-40 (10 %)(nonil fenoxipolietoxiletanol) 0.5 % 
1 µl OligodT(18)  (50 ƿmol/µl) 2.5 µM 
7.5 µl H2O DEPC - 
2 µl Muestra en PBS 1X 10 ovocitos o 10 embriones 
0.5 µl Superscript II Reverse Transcriptase (200 u/µl) 100 u 
20 µl Volumen final - 
 
- Oligonucleótido específico. 
Volumen Componente por reacción Concentración Final 
4 µl 5X First Strand Buffer 1X 
2 µl DTT (0.1 M) 0.01 M 
1 µl Mezcla de dNTPs (10 mM cada uno) 0.5 mM cada uno 
1 µl Inhibidor de RNasas (40 u/µl) 2 u 
1 µl NP-40 (10 %) 0.5 % 
1 µl Oligonucleótido Inverso específico (5 µM) 0.25 µM 
7.5 µl H2O DEPC - 
2 µl Muestra en PBS 1X 30 ovocitos o 30 embriones 
0.5 µl Superscript II (200 u/µl) 100 u 
20 µl Volumen final - 
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- Sondas de hidrólisis. 
Volumen Componente por reacción Concentración Final 
1.5 µl 10X RT Buffer 1X 
0.15 µl Mezcla de dNTPs (100 mM cada uno) 1 mM cada uno 
0.19 µl Inhibidor de RNasas (20 u/µl)  3.8 u 
1 µl NP-40 (10 %) 0.5 % 
1 µl RT primers  - 
5.16 µl H2O DEPC - 
3 µl Muestra en PBS 1X 10 ovocitos o 10 embriones 
1 µl Multiscribe RT enzyme (50 u/µl) 50 u 
15 µl Volumen final - 
 
Los protocolos térmicos seguidos para cada uno de los abordajes descritos en la 
retrotranscripción fueron los siguientes: 
- OligodT(18). 
 
- Oligonucleótido específico. 
Es necesario un paso de desnaturalización que separe las estructuras de dsRNA 
características de los precursores de miRNAs antes de añadir la retrotranscriptasa. 
 
A continuación se añade la retrotranscriptasa y se inicia la retrotranscripción. 
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- Sondas de hidrólisis. 
 
PCR CUANTITATIVA (QPCR). 
Los RNAs una vez retrotranscritos, a cDNAs se amplifican mediante una variante 
de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)(Mullis et al., 1986; Mullis and Faloona, 
1987), utilizada para amplificar y simultáneamente cuantificar el producto de 
amplificación de forma absoluta (número de moléculas de un transcrito) o de forma 
relativa (proporción de transcritos en relación con uno o varios genes control) y conocida 
con el nombre de PCR cuantitativa (qPCR). 
La PCR cuantitativa se realiza en un termociclador  con capacidad de detectar en cada 
muestra, la fluorescencia emitida por el fluorocromo excitado. Podemos clasificar las 
técnicas de PCR cuantitativa según el empleo de fluorocromos no específicos o bien de 
sondas moleculares dependientes de la secuencia.  Durante el desarrollo del presente 
trabajo hemos utilizado ambos tipos de técnicas: 
• Con las técnicas basadas en fluorocromos inespecíficos se detecta la generación 
exponencial de ADN de doble cadena empleando un fluorocromo que se une 
inespecíficamente a todas las dobles cadenas formadas durante la PCR. Como 
fluoróforo se usó “SYBR Green” (excitación a λ  max = 488 nm, y emisión a λ  max = 
522 nm) para el análisis de expresión de los genes: Drosha, Dgcr8, Dicer, Xpo5, 
Ago1-5, Piwil1, Piwil2, Piwil4, Adar1s, Adar1l, Adarb1, Adarb2, Snd1, H2afz, U6 y 
Ppia. El empleo de SYBR Green, permite también evaluar específicamente los 
fragmentos amplificados de DNA a partir de la temperatura de fusión (Tm 
“melting temperature”), mediante el análisis de las curvas de disociación. 
• Las técnicas basadas en sondas de hidrólisis específicas utilizan al menos un 
cebador marcado fluorescentemente. Esta sonda suele estar unida a un 
fluorocromo y a un amortiguador (“quencher”) e hibrida en la zona intermedia 
entre el cebador directo (“forward”) y el inverso (“reverse”); es decir, dentro del 
amplicón. De este modo, cuando la sonda está intacta, la proximidad entre el 
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fluorocromo y el amortiguador impide que se emita fluorescencia. Cuando el 
fluoróforo y el amortiguador están distantes debido a la degradación de la sonda 
mediante la actividad 5'-3' exonucleasa de la ADN polimerasa se emite 
fluorescencia. Esto permite monitorizar un cambio del patrón de fluorescencia 
sólo si se amplifica la secuencia de ADN complementaria a la sonda específica. Con 
este abordaje se elimina cualquier posibilidad de amplificación inespecífica. 
Durante el desarrollo del presente trabajo se han utilizado las sondas de hidrólisis  
Taq-Man® (Applied Biosystems) como sondas fluorescentes específicas para 
analizar la expresión de las moléculas de miRNAs maduros. Los protocolos 
térmicos empleados con ambos tipos de sonda fueron los siguientes: 
 "SYBR green" Sondas de hidrólisis 
 Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo 
Desnaturalización inicial 95 ⁰C 10 min 95 ⁰C 10 min 
 45 ciclos 40 ciclos 
Desnaturalización  95 ⁰C 1 min 95 ⁰C 15 seg 
Anillamiento de cebadores 58.5 ⁰C 1 min 60 ⁰C 1 min 
Extensión 95 ⁰C 30 seg   
     
Extensión final 95 ⁰C 5 min   
 
 CÁLCULO DE LA EFICIENCIA DE LOS CEBADORES EMPLEADOS EN LAS REACCIONES DE QPCR.  
El cálculo de la eficiencia de cada pareja de cebadores empleados es necesario 
para la posterior normalización de los datos obtenidos mediante qPCR. El valor de 
eficiencia mide las veces que se amplifica un determinado amplicón en cada ciclo de PCR. 
Una eficiencia del 100 % (E = 2) implica una duplicación en cada ciclo del amplicón 
definido por el diseño de los cebadores empleados en la PCR.  Se realizaron rectas de 
calibrado para calcular la eficiencia de cada una de las parejas de cebadores diseñados 
para analizar la expresión de los genes implicados en la biogénesis de miRNAs y para los 
precursores de miRNAs (figura 9). En el caso de las sondas Taq-Man empleadas, se 
asumió un valor de eficiencia del 100 %. Las rectas de calibrado se realizaron mediante la 
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utilización de cDNA de testículo y cerebro, mediante diluciones seriadas y por triplicado: 
1/1000, 1/500, 1/100, 1/50, 1/10. La fórmula empleada para el cálculo de la eficiencia fue 
la siguiente: 
y = ax + b 
E = 10 -1/a 
 
Figura 9. Recta de calibración del gen normalizador Ppia. 
Donde x, y son variables en un plano. En dicha expresión a es denominada la "pendiente 
de la recta" y está relacionada con la inclinación que toma la recta respecto a un par de 
ejes que definen el plano. Mientras que b es el denominado "término independiente" u 
"ordenada al origen" y es el valor del punto en el cual la recta corta al eje vertical en el 
plano. La variable E es la eficiencia con la que la pareja de cebadores utilizados en la PCR 
son capaces de amplificar la cantidad inicial de cDNA en cada ciclo de reacción. 
Los resultados del cálculo de la eficiencia para cada una de las parejas de 
cebadores empleadas fueron los siguientes: 
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Pareja de cebadores Eficiencia (100% = 2) 
Ago1-F; Ago1-R 1,72 
Ago2-F; Ago2-R 1,92 
Ago3-F; Ago3-R 1,81 
Ago4-F; Ago4-R 1,79 
Ago5-F; Ago5-R 1,67 
Dicer-F; Dicer-R 1,77 
Drosha-F; Drosha-R 1,85 
ADAR1p110-F; ADAR1p110-R 1,90 
ADAR1p150-F; ADAR1p150-R 1,85 
ADARb1-F; ADARb1-R 1,91 
ADARb2-F; ADARb2-R 1,76 
Tudor SN-F; Tudor SN-R 1,86 
Xpo5-F; Xpo5-F 1,80 
Piwil1-F; Piwil1-R 1,83 
Piwil2-F; Piwil2-R 1,78 
Piwil4-F; Piwil4-R 1,89 
H2afz-F; H2afz-R 1.96 
Ppia-F; Ppia-R 1,98 
Dgcr8-F; Dgcr8-R 1,93 
U6-F; U6-R 2,00 
Pri-miR-151 F; Pri-miR-151 R 1,82 
Pre-miR-151  F;  Pre-miR-151 R 1,91 
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Pri-miR-99b F; Pri-miR-99b 1,80 
Pre-miR-99b F; Pre-miR-99b 1,88 
Pri-miR-Let7a-1 F; Pri-miR-let7a-1 R 1,77 
Pre-miR-Let7a-1 F; Pre-miR-let7a-1 R 1.83 
Pri-miR-20a F; Pri-miR-20a R 1,90 
Pre-miR-20a F; Pre-miR-20a R 1,78 
Pri-miR-292 F; Pri-miR-292 R 1,76 
Pre-miR-292 F; Pre-miR-292 R 1,89 
  
METODOLOGÍA APLICADA PARA ANALIZAR LA EXPRESIÓN GÉNICA. 
Hemos seguido el modelo de normalización basado en el estimador desarrollado 
por K.J. Livak (Livak and Schmittgen, 2001): 2 –ΔΔCt, con las modificaciones añadidas por M. 
W. Pfaffl (Pfaffl, 2001). Estas modificaciones afectan al uso de la recta de calibración para 
calcular los valores de eficiencia de los cebadores utilizados en la PCR en lugar de asumir 
un valor de 2 para todas las reacciones de amplificación, y además, abogan por la 
utilización de varios genes de referencia para normalizar los niveles de expresión. En el 
presente trabajo se han utilizado como genes normalizadores H2afz, Ppia y U6, que han 
sido descritos como genes de expresión ubicua y estable durante el desarrollo 
embrionario preimplantacional de ratón (Mamo et al., 2007).  
Además para la normalización de los valores de expresión de las moléculas 
precursoras de miRNAs se siguió la metodología previamente descrita por T.D. 
Schmittgen y colaboradores (Schmittgen et al., 2004): 
Pre-microRNA = 2-Ct (pri-microRNA + pre-microRNA) – 2-Ct pri-microRNA 
Para la cuantificación en términos absolutos, la estrategia que empleamos fue 
relacionar la señal de amplificación obtenida a partir de muestras cuya concentración 
habíamos determinado previamente, con la señal obtenida a partir de la amplificación de 
determinados miRNAs en las distintas etapas del desarrollo estudiadas. Para ello 
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elaboramos, a partir de diluciones seriadas de las muestras de concentración conocida, 
una recta de calibrado donde poder interpolar los valores de amplificación de las 
muestras de concentración desconocida. Esta metodología se aplicó para analizar el 
número de moléculas existentes de los miRNAs maduros canónicos y modificados del gen 
miR-151-3p. Así como para determinar la existencia de moléculas en forma de dúplex 
durante la biogénesis del miR-292. 
Para evaluar cuantitativamente el número de moléculas de las formas maduras de 
estos miRNAs, tanto de sus formas canónicas como modificadas, procedimos a clonar los 
productos de PCR obtenidos previamente. 
 
CONSTRUCCIÓN DE RECTAS DE CALIBRADO O RECTAS PATRÓN PARA DETERMINAR EL NÚMERO DE 
MOLÉCULAS DE MIRNAS EN CADA UNA DE LAS ETAPAS DEL DESARROLLO EMBRIONARIO. 
Medimos a 260 nm la concentración del DNA del plásmido con los miRNAs 
insertados y clonados en TOPO-TA. 
Seguidamente se realizaron diluciones seriadas en un rango entre 100 ng y 0,1 ng  
para generar una recta patrón que correlacionase el valor de Ct (ciclo umbral “threshold 
value”) y el número de copias del plásmido con el inserto. A partir de esta recta patrón se 
determina el número de copias de los miRNAs de interés en cada etapa de desarrollo, por 
interpolación de su valor Ct en la recta. 
El método de cálculo de copias de DNA/μL fue el siguiente: 
𝑁º 𝑑𝑒 𝑚𝑜𝑙é𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑙á𝑠𝑚𝑖𝑑𝑜 + 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 (𝑔𝑟𝐿 )
�
𝑁º 𝑑𝑒 𝑛𝑢𝑐𝑙𝑒ó𝑡𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 + 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 × (𝑭) × 2( 𝑔𝑟𝑚𝑜𝑙)
𝑁º 𝑑𝑒 𝐴𝑣𝑜𝑔𝑎𝑑𝑟𝑜 (𝑁𝑎 = 6.023 × 10𝑥23) � 
Donde F es el promedio del peso molecular de un nucleótido en la molécula de 
ssDNA (330 daltons). Dado que el vector pCR®2.1-TOPO® es DNA de doble cadena 
multiplicamos la expresión por dos. 
CLONAJE Y SECUENCIACIÓN. 
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Los productos de PCR provenientes de la amplificación de moléculas precursoras 
de miRNAs fueron purificados mediante ExoSAP-IT (USB, 78200)  y clonados en el sistema 
pCR2.1-TOPO TA Cloning kit (Invitrogen) siguiendo las indicaciones de la casa comercial. 
Los plásmidos con el fragmento de interés fueron propagados en bacterias E. coli 
competentes químicamente (de la cepa bacteriana DH5α), siguiendo la metodología 
descrita por el fabricante (Invitrogen). Se generaron genotecas de cDNA obtenidas para 
cada una de las moléculas precursoras de miRNAs objeto del análisis. Diluciones de dichas 
genotecas fueron sembradas en placas que contenían LB/Agar/Kanamicina/Xgal/IPTG, 
para obtener colonias individuales que se seleccionaron al azar para la secuenciación de 
los vectores con su correspondiente inserto.   El DNA plasmídico fue purificado mediante 
“High Pure Plasmid Isolation Kit” (Roche) y cuantificado en el Nanodrop-2000. Para la 
secuenciación se usó el cebador M13-R. La secuenciación se realizó en el secuenciador 
GS-FLX de Roche. El análisis de las secuencias se realizó mediante los programas 
informáticos “Bioedit” y “Sequence Scanner”. 
“MICRO-MATRICES” PARA EL ANÁLISIS DE MICRORNAS. 
La tecnología de “micro-matrices”, generalmente conocida como “microarrays”, 
permite el análisis global de expresión génica a partir de muestras de RNA de organismos, 
tejidos o tipos celulares específicos. Existen distintos tipos de “array”. En este trabajo 
hemos utilizado dos tipos: a) “microarrays” en soporte sólido, y b) “array” de baja 
densidad, basado en la tecnología de PCR, utilizando placas con múltiples pocillos que 
contienen cebadores específicos para la amplificación de miRNAs previamente 
retrotranscritos. 
“Microarrays” en soporte sólido para miRNAs. 
El análisis de expresión global de miRNAs en ovocito y cigoto, se inició mediante la 
plataforma comercializada por EXIQON (versión 10.0), que contempla la detección de 
miRNAs de roedor (M. musculus y R. norvergicus) mediante la disposición en portaobjetos 
de cristal de oligonucleótidos de 7 monómeros específicos para cada miRNA, modificados 
mediante LNAs. 
Los ovocitos y cigotos empleados fueron colectados individualmente, desprovistos 
de zona pelúcida y almacenados a -80 ⁰C en TRIZOL® (Invitrogen) hasta su posterior 
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procesamiento. Se partió de 15210 ovocitos y 15416 cigotos de los cuales obtuvimos 1,6 
µg y 2,1 µg de RNA total, respectivamente. La cuantificación se realizó mediante 
Nanodrop-2000 y el posterior estudio de la integridad del RNA extraído se realizó 
mediante Bioanalyzer 2100 (Agilent). Para ambas muestras el valor de RIN (utilizado como 
estimador de la calidad del RNA extraído) fue superior a 7 (ver figura 10).  
 
Figura 10. Análisis de calidad del RNA total extraído para las muestras de ovocito y cigoto.  
Para el “array” de miRNAs se utilizaron 600 ng de RNA total, extraído de cada una 
de las muestras. El procedimiento utilizado para llevar a cabo los “microarrays” se 
describe a continuación. Los 600 ng de RNA total, disueltos en agua libre de RNAsas, 
provenientes de las muestras de ovocito y cigoto fue etiquetado con los fluoróforos Hy3® 
y Hy5®, y disuelto en una solución que contenía miRNAs sintéticos (diseñados y aportados 
por el fabricante) que servirán de control positivo de la reacción de marcaje. A 
continuación las muestras marcadas se hibridaron sobre los portas de cristal  que 
contienen 7 monómeros específicos para los miRNAs descritos en la miRBase versión 10. 
La temperatura de hibridación utilizada fue de 56 ⁰C durante 16 horas. Seguidamente los 
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cristales fueron sometidos a un lavado de 2 minutos a  53 ⁰C y 2 lavados de 2 minutos a 
23 ⁰C. Por último los cristales fueron secados y escaneados a 5 µm en el GeneScan 4000B 
y leídos utilizando el software GenePix. Posteriormente los datos fueron analizados y 
normalizados utilizando la herramienta de análisis R 2.1.2.1. 
 
“Arrays” de baja densidad (“Low density arrays”). 
En el análisis de expresión de miRNAs de ovocito a blastocisto se empleó la 
tecnología de “arrays” de baja densidad, también denominados “TaqMan Arrays” 
(Applied Biosystems). Los “TaqMan Arrays” utilizados en el presente trabajo se diseñaron 
para evaluar la expresión de los miRNAs (de M. musculus y R. norvergicus) anotados en la 
miRBase versión 10. Dos etapas son necesarias para obtener los datos de expresión con 
esta tecnología. El primero de ellos es la retrotranscripción usando cebadores específicos 
para cada miRNA. El segundo amplifica mediante 40 ciclos de qPCR los cDNAs obtenidos 
en la retrotranscripción. Dicha amplificación se realiza en dos placas de 384 pocillos, cada 
uno de los cuales contiene cebadores y sondas de hidrólisis tipo TaqMan®, específicas 
para cada miRNA, que permiten la cuantificación. Las placas contienen controles internos 
que permiten la normalización de los datos de expresión obtenidos, utilizando el método 
de 2 –ΔΔCt (Livak and Schmittgen, 2001).  
Partiendo de la lisis de cien ovocitos o embriones de cada una de las etapas del 
desarrollo preimplantacional estudiadas, se realizó un paso de amplificación previo a la 
retrotranscripción (recomendable cuando se parte de poca cantidad de RNA) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. La posterior amplificación mediante 40 ciclos de qPCR se 
llevó a cabo en el termociclador “7500HT Fast Real Time” de Applied Biosystems. 
SECUENCIACIÓN MASIVA (“DEEP SEQUENCING”). 
La tecnología de secuenciación masiva permite obtener información tanto de las 
secuencias existentes dentro de un determinado tipo celular, tejido u organismo, como 
cuantificar el número de veces que está presente dicha secuencia. Mediante el empleo de 
esta tecnología abordamos el análisis de las poblaciones de RNA de pequeño tamaño 
existentes en ovocito y cigoto.  
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La plataforma de Illumina® fue la elegida para llevar a cabo los ensayos de 
secuenciación masiva, y la empresa donde se realizó la purificación, la unión de los 
adaptadores y la secuenciación, fue DNA visión (Bélgica). Dicha plataforma utiliza un paso 
con clonación in vitro para generar múltiples copias de cada molécula individual. Para 
ello, se unen a los ácidos nucleicos que se desea secuenciar, secuencias adaptadoras en 
ambos extremos. Dichas secuencias adaptadoras son complementarias a cebadores 
incorporados en una superficie sólida. Los ácidos nucleicos se unen a la superficie sólida 
por complementariedad entre la secuencia de los adaptadores y la secuencia de los 
cebadores unidos a la superficie. Seguidamente se produce la síntesis de una cadena 
complementaria a la original, que quedará fijada a la superficie sólida (figura 11). A 
continuación los ácidos nucleicos con sus adaptadores se separan de la superficie sólida 
mediante desnaturalización, permaneciendo unida la secuencia complementaria a la 
original. Las secuencias complementarias, ancladas a la superficie sólida, se pliegan 
hibridando con adaptadores libres dentro de la propia superficie formando un puente. 
Dicha estructura es extendida mediante polimerasas en un mecanismo denominado 
“amplificación en puente” (“Bridge amplification”), generándose una estructura de doble 
cadena (figura 11), que tras un nuevo ciclo de desnaturalización originará dos copias de la 
secuencia original unidas a la superficie sólida. El proceso de “amplificación en puente” se 
repite, generando una población de secuencias clónicas. Tras varios ciclos de 
amplificación exponencial las secuencias complementarias a la original son eliminadas de 
la superficie (figura 11). La unión de nucleótidos marcados con fluoróforos y su posterior 
lectura mediante el haz de luz de un láser culminará el proceso de secuenciación. 
Mediante la técnica de secuenciación masiva analizamos y clasificamos las 
poblaciones de RNA de pequeño tamaño no codificantes en las etapas de ovocito y 
cigoto, prestando especial atención a la existencia de variantes, dentro de la población de 
miRNAs conocidos, como posible mecanismo regulador de la función de los miRNAs. 
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Figura 11. Procedimiento de secuenciación masiva aplicado en los secuenciadores provistos de la 
tecnología desarrollada por Illumina. 
 Partiendo de RNA total extraído de 15210 ovocitos y 15416 cigotos, se purificó el 
RNA total extraído, la fracción de tamaño comprendido entre 16 y 32 nucleótidos fue 
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separada mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y seleccionada para su 
secuenciación. Los RNAs seleccionados fueron etiquetados mediante la unión de 
secuencias adaptadoras, para a continuación proceder a su amplificación, previa al 
proceso de secuenciación, según hemos descrito en este apartado. 
 Las secuencias y el número de lecturas de cada muestra recibidas de la plataforma 
comercial que realizó la secuenciación, fueron tratadas bioinformáticamente por nosotros 
para la obtención de los resultados. Eliminadas las secuencias de los adaptadores, se 
clasificaron las secuencias mediante su alineamiento masivo con las bases de datos: 
miRBase versión 16, base de datos de piRNAs (Pang et al., 2005), base de datos de rasRNA 
sense y rasRNA antisense (Yang et al., 2010), bases de datos de snoRNA, ncRNA, Rfam y 
Refseq, siguiendo la marcha analítica que diseñamos y se ilustra en la figura 12. 
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Figura 12. Diagrama de trabajo seguido para la clasificación de los distintos tipos de RNA de pequeño 
tamaño. El asterisco marca la predicción de nuevas moléculas tanto de piRNAs como de endo-siRNAs y 
microRNAs no descritas previamente. 
 Aquellas secuencias que no alinearon con ninguna de las secuencias incluidas en 
las bases de datos, fueron usadas para la predicción de nuevos miRNAs mediante el 
software informático miRDeep (Friedlander et al., 2008; Yang et al., 2010). Este paquete 
informático calcula a través de algoritmos matemáticos y utilizando un modelo 
probabilístico la posible estructura precursora que puede generar el miRNA predicho 
teniendo en cuenta su localización genómica. Los RNAs que tras el alineamiento con las 
distintas bases de datos y la predicción de nuevos miRNAs no pudieron ser clasificados se 
agrupan bajo el nombre de RNA sin clasificar. 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
Cada uno de los genes estudiados se consideró como variable en los análisis 
estadísticos llevados a cabo. Todos los análisis se realizaron mediante el programa 
informático PASW Statistics 18. Durante los análisis de expresión génica llevados a cabo 
en el presente trabajo, aplicando la tecnología de RT-qPCR, se realizaron cuatro réplicas 
técnicas de cada una de las cuatro réplicas experimentales, para un total de 16 medidas 
en cada gen.  
 Se generó un primer estudio de estadística descriptiva de todas las variables 
consideradas. A continuación realizamos un análisis de la correlación de Pearson 
tomando como estadísticos las medias y las desviaciones típicas de cada variable. Por 
último el estudio se completó mediante comparaciones mútiples post hoc para las medias 
observadas. Los modelos utilizados asumiendo varianzas iguales fueron DMS, Bonferroni 
y Tukey; mientras que en el caso de no asumir igualdad de varianzas nos servimos del 
modelo C de Dunnett. 
Las diferencias entre medias se consideraron significativas con un p valor menor o 
igual a 0.05 y altamente significativas con un p valor menor o igual a 0.01 (ver tabla 1 del 
apéndice 1). 
El agrupamiento jerárquico de los perfiles de expresión y los mapas de expresión 
representados como variación de color de los datos obtenidos a partir de los arrays de 
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baja densidad de miRNAs se llevó a cabo con el programa MultiExperimental Viewer 
Version 4.1 (MeV v4.1). Para ello se utilizaron valores de Ct normalizados frente al control 
interno mmu-U6. Se utilizó el coeficiente de correlación como medida de similitud y 
ligamiento completo como método de agrupamiento. Los valores de expresión de 
miRNAs están indicados como log2  de la Expresión Relativa calculada como 2-ΔΔCt. En el 
apéndice 2 se muestran los valores de expresión normalizados de los 231 detectados 
mediante la tecnología de “arrays” de baja densidad. 
Los estimadores utilizados para la normalización del número total de moléculas 
obtenidas tras el empleo de la tecnología de secuenciación masiva, fueron obtenidos a 
partir del empleo de la herramienta DESeq contenida en el paquete bioinformático R. Los 
factores de normalización para cada muestra fueron para la muestra de Ovocito 1.23 y 
para la muestra de Cigoto 0.89. Para la normalización, el “número de moléculas 
secuenciadas” para cada “secuencia diferente” se dividió entre sus correspondientes 
estimadores. Los datos de expresión que se muestran en los resultados del presente 
trabajo, son el resultado de aplicar la operación matemática de logaritmo en base dos, a 
los valores normalizados con el factor obtenido mediante la herramienta DESeq. 
NOMENCLATURA USADA PARA DENOMINAR A LOS MIRNAS Y A SUS VARIANTES. 
El descubrimiento de los miRNAs hizo necesario acuñar una nomenclatura nueva 
para la denominación de cada una de las moléculas maduras descubiertas. Además de la 
numeración ha sido necesario introducir letras y símbolos que ayuden a conocer la 
localización de los miRNAs dentro de la molécula precursora. De forma resumida se 
ilustra en la figura 13 la nomenclatura empleada para denominar los miRNAs (Luense et 
al., 2009). 
Además de la nomenclatura utilizada para denominar los miRNAs canónicos, el 
análisis mediante secuenciación masiva desvela nuevas moléculas de miRNA variantes de 
las canónicas que tenemos que clasificar. En este trabajo hemos adaptado una 
clasificación previa para dar información de todas las variantes posibles que se ilustran 
con un ejemplo en la figura 14. 
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Figura 13. Nomenclatura usada para los genes de miRNAs (modificada de Luense y colaboradores (Luense 
et al., 2009)). 
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Figura 14. Denominación de las secuencias clasificadas como miRNAs durante los ensayos de 
secuenciación masiva. Las variaciones nucleotídicas respecto a la secuencia del pre-microRNA hipotético, 
aparecen señaladas en color rojo. El asterisco señala las formas maduras que presentan menor expresión 
en la mayoría de tipos celulares donde han sido detectadas. La denominación de canónico designa aquellas 
formas maduras halladas predominantemente en distintos modelos de estudio. Los sufijos sub/súper se 
refieren a la longitud de los IsomiRs respecto a los miRNAs canónicos. La definición de “Precursor” se refiere 
a las secuencias que alinean 5 nucleótidos hacia la región 3´ o 5´ de la secuencia clasificada como canónica 
dentro de la molécula de pre-microRNA. 
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BIOGÉNESIS Y FUNCIONALIDAD DE MIRNAS DURANTE LA EMBRIOGÉNESIS TEMPRANA. 
Los miRNAs actúan como reguladores génicos postranscripcionales, modulando 
negativamente mRNAs de muchos de los genes que tienen importantes funciones durante la 
embriogénesis y el desarrollo, así como en numerosas patologías. La biogénesis de miRNAs es un 
proceso secuencial que involucra tres moléculas precursoras (pri-microRNA, pre-microRNA y 
miRNA* dúplex), antes de que se genere el miRNA maduro capaz de actuar sobre los RNAs 
mensajeros.  
La primera parte de este trabajo se ha centrado en el estudio del papel de los miRNAs 
durante el desarrollo preimplantacional de mamífero, desde su biogénesis hasta su expresión en 
las distintas etapas (comenzando en ovocito y llegando a blastocisto).  
En primer lugar analizamos los niveles de mRNA de los genes codificantes a las principales 
proteínas implicadas en la biogénesis de microRNAs durante las etapas del desarrollo 
embrionario preimplantacional usando como modelo de estudio el ratón (Mus musculus). El 
análisis se llevó a cabo empleando la técnica de RT-qPCR, que nos permite obtener datos de 
expresión génica partiendo de diez células en cada una de las etapas del desarrollo 
preimplantacional. También mediante RT-qPCR se analizó la expresión de esos mismos genes en 
dos tejidos de ratón, uno con células somáticas (cerebro) y otro que contenía células tanto 
somáticas como de la línea germinal (testículo). 
Los genes analizados fueron Drosha, Dgcr8, Dicer, Xpo5, Ago1, Ago2, Ago3, Ago4 y Ago5. 
Los patrones de expresión génica de estos elementos pueden facilitar la comprensión de los 
flujos de síntesis de miRNAs y nos señalan las etapas embrionarias preimplantacionales de 
máxima actividad de los microRNAs. Además de analizar sus niveles de transcripción, quisimos 
cuantificar y localizar las proteínas codificadas en estos genes. Sin embargo, a la dificultad que 
entraña extraer proteína de las etapas del desarrollo analizadas, en cantidad suficiente para ser 
detectada mediante la técnica de “Western Blot”, tuvimos que añadir la inespecificidad de los 
anticuerpos comerciales disponibles para analizar dichas proteínas, que comprobamos para 
todos ellos mediante Western Blot de proteínas purificadas de testículo adulto. De este modo, el 
análisis a nivel proteico no pudo ser realizado. 
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En general los resultados obtenidos a partir del análisis mediante RT-qPCR revelaron una 
acumulación de transcritos de los genes estudiados, durante las etapas de ovocito, cigoto y dos 
células (figura 15 y tabla 1 del apéndice 1).  
 
Figura 15. Expresión de los genes codificantes de las proteínas implicadas en la ruta de biogénesis de miRNAs. 
Analizamos la expresión de los genes codificantes de las proteínas más importantes de la ruta de biogénesis de 
miRNAs en las etapas del desarrollo embrionario preimplantacional, testículo y cerebro. Los datos de expresión se 
han relativizado con respecto a la expresión de dos genes normalizadores H2afz y Ppia. 
Los niveles de mRNA observados durante estas tres etapas del desarrollo 
preimplantacional son relativamente similares a los encontrados en testículo y cerebro. Sin 
embargo, el resto de etapas del desarrollo preimplantacional analizadas muestran una 
disminución progresiva de la cantidad de transcritos hasta la etapa de blastocisto, donde todos 
los genes analizados, tanto los encargados del procesamiento de las moléculas precursoras de 
miRNAs como los genes implicados en la fase efectora del silenciamiento, presentaban baja 
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expresión o casi nula. Estos datos indicarían que el procesamiento de precursores a formas 
maduras de miRNAs se lleva a cabo en etapas iniciales pericigóticas. 
Dos de los genes estudiados, Drosha y Dgcr8, forman parte de un complejo conocido 
como microprocesador (“microprocessor complex”). Este complejo es capaz de unirse a las 
moléculas de pri-microRNA y cortar en la estructura de dsRNA, originando una molécula de 
dsRNA de menor tamaño conocida como pre-microRNA. Como cabría esperar por su función, 
ambos genes presentan un perfil de expresión muy similar (figura 16), a pesar de que la cantidad 
de mRNA de Drosha es mayor que la de Dgcr8 (figura 15).  
 
Figura 16. Perfil de expresión de los genes Drosha y Dgcr8. La imagen ilustra la disminución progresiva de la 
cantidad de transcritos a través de las etapas del desarrollo estudiadas, en relación con los niveles de mRNA que se 
detectaron para ambos genes en la etapa de ovocito. 
Los dos genes presentaban una elevada cantidad de transcritos en ovocito en 
comparación con el resto de etapas del desarrollo analizadas. Además sus niveles de expresión 
eran similares a los encontrados en testículo y cerebro (figura 15). El rápido descenso de la 
cantidad de transcritos que se observa en ambos genes tras la fecundación, nos hace pensar que 
la mayor parte del procesamiento capaz de transformar las moléculas de pri-microRNA en 
moléculas de pre-microRNA se produciría entre las etapas de ovocito y cigoto. Por otra parte, se 
observa un ligero aumento de la cantidad de transcritos en la etapa de blastocisto en el gen 
Drosha, que sin embargo, tras el análisis estadístico de los datos (tabla 1 del apéndice 1) resultó 
no ser significativo respecto a su etapa anterior (p > 0.01).  
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Xpo5 es la proteína encargada de transportar las moléculas de pre-microRNA desde el 
núcleo hasta el citoplasma (Yi et al., 2003) (Lund et al., 2004) y además se ha sugerido que 
impide la digestión enzimática de las moléculas de pre-microRNA que transporta (Bohnsack et 
al., 2004) (Lund et al., 2004). Observamos una expresión constante del gen Xpo5 durante todas 
las etapas de desarrollo preimplantacional analizadas excepto en blastocisto donde su nivel de 
transcripción es muy bajo, al igual que el resto de genes implicados en la ruta de silenciamiento 
mediado por miRNAs (figura 17).  
 
Figura 17. Perfil de expresión del gen Xpo5. Los datos de expresión se han relativizado en función de la abundancia 
de mRNA detectada del gen Xpo5 en la etapa de ovocito. 
La expresión constante de Xpo5 a través de las etapas de desarrollo estudiadas, junto con 
la capacidad de esta proteína para evitar la degradación de moléculas de pre-microRNA, podría 
ser clave para entender los flujos de expresión de miRNAs en etapas carentes de elementos 
considerados fundamentales para la biogénesis de miRNAs. Si bien, se detecta una disminución 
de la expresión entre las etapas de dos y ocho células, que se recupera en mórula. 
Dicer es la proteína a través de la que pivotan dos de los principales elementos efectores 
de silenciamiento que involucran moléculas de RNA endógenas (Carmell and Hannon, 2004), en 
mamíferos: los miRNAs y los endo-siRNAs. La biogénesis y los mecanismos de acción de estos dos 
tipos de RNAs reguladores de pequeño tamaño, están fuertemente relacionados. Tanto los 
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miRNAs como los endo-siRNAs se generan tras el procesamiento por Dicer de moléculas 
precursoras de mayor tamaño y diferenciándose tan solo, en el origen de los productos 
procesados. Las moléculas de endo-siRNA son generadas a partir de pseudogenes o elementos 
altamente repetidos existentes en el genoma, y serán tratadas posteriormente en relación con su 
papel durante la fecundación y la activación del genoma cigótico. Dentro de la ruta de 
silenciamiento que involucra a los miRNAs, Dicer actúa sobre los pre-microRNAs generando una 
molécula de doble cadena de RNA carente de lazo (“loop”) que es conocida como microRNA* 
dúplex.  
Dicer muestra un patrón de expresión caracterizado por la acumulación de mRNA durante 
las etapas de ovocito, cigoto y dos células (figura 18), siendo especialmente abundante en cigoto. 
La cantidad de transcritos detectada en cada una de estas etapas es similar o incluso mayor que 
la encontrada en cerebro o testículo (en cigoto se expresa tres veces más que en cerebro y siete 
veces más que en testículo, p ≤ 0.001) (figura 15). Sin embargo los niveles de transcripción caen 
súbitamente en la etapa de cuatro células y se mantienen bajos hasta blastocisto, siguiendo la 
tendencia, en embriogénesis temprana, de otros genes de la ruta de biogénesis de miRNAs. 
El incremento de expresión observado en cigoto podría estar indicando una respuesta 
celular relacionada con la necesidad de un rápido procesamiento de pre-microRNAs o de 
moléculas precursoras de endo-siRNAs.  
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Figura 18. Perfil de expresión de Dicer1. Los datos de expresión se relativizaron con la cantidad de mRNA existente 
de Dicer1 en ovocito. 
Las proteínas de la familia Argonauta participan en la fase efectora de las rutas de 
silenciamiento génico mediado por RNAs de pequeño tamaño, formando parte de un complejo 
multiproteíco denominado complejo miRNP (Mallory and Bouche, 2008; Steitz and Vasudevan, 
2009). En ratón las proteínas de la familia Argonauta son codificadas por 8 genes divididos en 2 
subfamilias: la subfamilia AGO y la subfamilia PIWI (Hutvagner and Simard, 2008). Las proteínas 
de la subfamilia AGO de ratón son codificadas por cinco genes Ago1, Ago2, Ago3, Ago4 y Ago5 
(oficialmente conocidos como Ago1, Ago2, Ago3, Ago4 y Ago5). En adelante nos referiremos a 
las proteínas como Ago1-5 y a los genes como Ago1-5. 
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Figura 19. La subfamilia AGO. Perfil de expresión de cuatro genes de la subfamilia AGO relativizando la cantidad de 
mRNA detectada en las etapas del desarrollo embrionario preimplantacional a la abundancia de transcritos de cada 
uno de los genes en ovocito. 
Ago2 es la única proteína de la subfamilia Argonauta con actividad endonucleásica y 
presenta los niveles de transcripción más altos de todos los genes de la familia Argonauta tanto 
en las etapas del desarrollo preimplantacional estudiadas como en cerebro y testículo (figura 14). 
Sorprendentemente, en la etapa de dos células Ago2 redujo su expresión 5,4 veces 
respecto a la etapa de cigoto (figura 19) mientras Ago1, Ago3 y Ago4 que presentaban niveles de 
transcripción muy bajos en ovocito y cigoto, aumentaron considerablemente su expresión en dos 
células. Ago1 aumentó 80 veces, Ago3 aumentó  120 veces y Ago4 sufrió un incremento de 12 
veces respecto al nivel que presentaban en cigoto. La sobrexpresión observada en dos células en 
Ago1, Ago3 y Ago4 fue seguida de un rápido declive de la cantidad de transcritos volviendo en 
cuatro células a los niveles basales observados en ovocito y cigoto, manteniéndose en bajos 
niveles hasta la etapa de blastocisto, donde su detección es prácticamente nula.  
Es posible que la reducción de los niveles de mRNA de Ago2 observados en la etapa de 
dos células se deba en parte a la degradación de mensajeros maternos de este gen, mientras que 
el aumento del resto de miembros de la subfamilia tenga su origen en la activación del genoma 
cigótico, como mecanismo de compensatorio. Nuestras observaciones sugieren un papel 
fundamental de Ago2 tanto en la regulación de los transcritos maternos durante la fecundación, 
como en las etapas postcigóticas.  
El gen Ago5 se encuentra filogenéticamente separado del resto de componentes de esta 
subfamilia y se desconoce su función (Carmell et al., 2002) pero la perdida de importantes 
residuos en sus dominios proteicos PAZ (Wang et al., 2008b) hace pensar que su actividad puede 
ser diferente a la de los otros miembros de la familia Argonauta. Nosotros sólo detectamos 
niveles de transcripción en testículo para el gen Ago5 y a niveles muy bajos (datos no 
mostrados). 
Dentro de los RNAs reguladores de pequeño tamaño, los piRNAs (RNAs que interaccionan 
con las proteínas de la subfamilia PIWI) (Aravin et al., 2006; Girard et al., 2006; Grivna et al., 
2006a; Grivna et al., 2006b) regulan el proceso de transposición dentro del genoma. Se 
describieron por primera vez en testículo y se consideraron como específicos de la línea 
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germinal. Nuestro objetivo fue examinar la posibilidad de que los piRNAs estuvieran presentes 
durante las primeras etapas del desarrollo preimplantacional, actuando como reguladores 
adicionales a los miRNAs y los endo-siRNAs (Schier, 2007; Shi and Jin, 2009; Suh et al., 2010; Tang 
et al., 2007; Tesfaye et al., 2009), como veremos posteriormente. Analizamos la expresión de los 
genes Piwil1, Piwil2 y Piwil4 y no detectamos expresión ni en ovocito ni en ninguna de las etapas 
posteriores del desarrollo estudiadas. Como era de esperar el mismo análisis en testículo 
permitió detectar expresión (figura 20), observándose que Piwil1 es el gen que mayores niveles 
de mRNA presenta. Sorprendentemente también detectamos expresión en cerebro de los tres 
miembros de la subfamilia PIWI, si bien es cierto que su expresión era baja. Es destacable que en 
cerebro, al igual que ocurre en testículo, el miembro de la familia PIWI que más se expresa es 
Piwil1. No se había descrito hasta ahora, la existencia de miembros de la familia PIWI en el 
sistema nervioso, ni a nivel de expresión génica ni a nivel de proteína. Sin embargo se ha 
sugerido la presencia de piRNAs en cerebro (Royo and Cavaille, 2008). 
 
Figura 20. La subfamilia Piwi. Expresión de los genes de la subfamilia Piwi en cerebro y testículo relativizada con los 
niveles de expresión de los genes normalizadores H2afz y Ppia. No se detectó expresión de los genes de la subfamilia 
Piwi en ninguna de las etapas de desarrollo embrionario preimplantacional. 
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BIOGÉNESIS DE MIR-LET7A-1, MIR-20A, MIR-292-3P Y MIR-292-5P. 
Con el objetivo de integrar el análisis previo de la regulación de genes codificantes de 
proteínas que participan en la biosíntesis de miRNAs, con la evolución de las moléculas 
precursoras a través de las distintas etapas de desarrollo embrionario preimplantacional, 
estudiamos la biogénesis de cuatro microRNAs. Seleccionamos cuatro microRNAs que 
presentaban diferentes patrones de expresión en un trabajo previo realizado durante las etapas 
del desarrollo preimplantacional de ratón (Tang et al., 2007). El análisis cuantitativo de la 
fluctuación de los tres tipos de moléculas existentes durante la biogénesis de los microRNAs, nos 
ayudaría a comprender en qué medida los niveles de sus formas maduras en cada etapa del 
desarrollo son debidas a nueva transcripción, una simple acumulación o al procesamiento de 
moléculas precursoras de etapas previas del desarrollo. Además nos permitiría interpretar la 
participación de cada uno de los elementos que actúan en la biosíntesis de miRNAs, durante la 
maduración de estos cuatro miRNAs. 
Cuantificamos la acumulación de pri-microRNAs, pre-microRNAs y formas maduras para 
los microRNAs: miR-let7a-1, miR-20a, miR-292-3p y miR-292-5p. Este análisis se realizó mediante 
RT-qPCR apoyándonos en la tecnología previamente descrita por Schmittgen, T. D. y 
colaboradores (Schmittgen et al., 2004). Además se investigó la posible existencia de un cuarto 
tipo de molécula que podría servir como reservorio capaz de rendir nuevos miRNAs maduros al 
sistema: el miRNA* dúplex. El estudio del miRNA* dúplex se realizó para el gen miR-292 ya que a 
partir de su molécula precursora pre-microRNA, se originan dos formas maduras el miR-292-3p y 
el miR-292-5p (correspondientes a cada una de las dos cadenas del dúplex). Aunque estudios 
previos han tenido como objeto la evolución de la biosíntesis de miRNAs a través de sus formas 
precursoras (Chen et al., 2005; Jiang et al., 2005; Schmittgen et al., 2004), nuestro sistema de 
estudio a diferencia de los empleados por otros autores, nos permite analizar los perfiles de 
expresión de las moléculas de pri-microRNA, su procesamiento en moléculas de pre-microRNA y 
por último la formación de moléculas maduras dentro de un contexto dinámico en el que se 
producen sucesivas divisiones celulares y diferenciación. Todo ello, dentro de un contexto de 
regulación génica donde están implicados tanto los miRNAs como los endo-siRNAs y los piRNAs. 
A continuación describimos de forma individualizada los resultados del procesamiento y 
la maduración de los miRNAs: let-7a-1, miR-20a, miR-292-3p y miR-292-5p. 
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Los niveles de las formas pri-microRNA de let-7a-1 son mínimos en ovocito y cigoto 
(figura 21 A). Dado que las formas pre-microRNA, serían producto del procesamiento de formas 
pri-microRNA, el nivel de pre-let-7a-1 detectado en ovocito y cigoto parece ser debido al 
procesamiento de formas pri-microRNA en etapas previas a la formación del ovocito maduro. Los 
niveles de pre-let-7a-1 se mantienen en cigoto y van reduciéndose progresivamente hasta la 
etapa de blastocisto. 
A su vez el aumento detectado de la forma madura de let-7a-1 durante la etapa de dos 
células podría interpretarse como procesamiento de las formas pre-microRNA existentes en 
cigoto. Cabe destacar que en mórula y blastocisto se detectó un incremento de formas pri-
microRNA producto de una nueva transcripción de este miRNA, con importantes implicaciones 
en el mantenimiento de la pluripotencia, como discutiremos posteriormente. 
En cambio, el patrón de biogénesis y procesamiento para miR-20a y miR-292 es muy 
distinto. En ambos casos observamos un notable incremento de formas pri- en la etapa de dos 
células, sugerente de transcripción de novo, temporalmente asociada al periodo de activación 
cigótica. Esta acumulación de formas pri-, se ve también reflejado en el incremento de formas 
pre-, lo que sugiere que el procesamiento de las formas precursoras de estos dos miRNAs es muy 
rápido. El procesamiento temporal de pre-microRNA a formas maduras concluye con el 
incremento de estas, en la etapa de cuatro células. Asumiendo que los niveles de las proteínas 
que participan en la biogénesis de miRNAs coinciden con los niveles de expresión de los genes 
que las originan, el procesamiento de las moléculas precursoras de miR-20a y miR-292 podría ser 
explicado a partir de los patrones de expresión génica descritos en el apartado de biogénesis y 
funcionalidad de miRNAs.  
Sin embargo y sorprendentemente, este procesamiento en miR-292, parece afectar 
específicamente a la forma madura miR-292-3p, es decir, solo a una de las cadenas de la 
molécula de miRNA* dúplex. Estos datos y la evolución posterior en ocho células, mórula y 
blastocisto, nos hizo plantearnos un abordaje experimental para precisar el modelo de 
biogénesis establecido y evaluar posibles procesamientos alternativos usando como modelo miR-
292-3p y miR-292-5p. 
Los niveles de mir-292-3p eran 62 veces más altos en cuatro células que los del mir-292-
5p. Sin embargo la situación revertía en la etapa de ocho células en la que encontrábamos una 
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mayor acumulación de la forma 5p (figura 21 A). Por otra parte, las formas maduras de ambos 
miRNAs comenzaron a acumularse en las etapas de desarrollo, donde importantes elementos de 
la maquinaria de biogénesis de miRNAs, tenían una expresión muy baja. Tanto para miR-292-3p 
como para miR-292-5p, el incremento de formas maduras, observado en mórula y blastocisto, no 
era explicable a través de los niveles de sus formas precursoras en etapas del desarrollo previas. 
De hecho, la cantidad de formas pre-microRNA desciende drásticamente tras la etapa de cuatro 
células (figura 21 A). Consecuentemente, cabría pensar en la existencia de mecanismos 
alternativos capaces de generar el aumento de formas maduras observado en mórula y 
blastocisto. 
De existir, este sistema podría surtir de nuevos miRNAs maduros específicos en las etapas 
de desarrollo necesarias, incluso en ausencia de elementos de la maquinaria de biogénesis de 
miRNAs. 
En la cuantificación de miRNAs maduros mediante RT-qPCR, se utilizan oligonucleótidos 
con forma de moléculas de dsRNAs de pequeño tamaño, dotadas de “loop” en uno de sus 
extremos (figura 8) (Chen et al., 2005). Este diseño de oligonucleótidos y las temperaturas 
utilizadas durante la retrotranscripción dota de especificidad al sistema impidiendo la unión de 
los oligonucleótidos a moléculas precursoras, moléculas en forma de dúplex o miRNAs maduros 
ya unidos al RNA mensajero objeto de la regulación. El acceso a las moléculas precursoras no se 
produce por motivos de incompatibilidad estructural entre el oligonucleótido y el precursor, por 
otra parte las moléculas de miRNA* dúplex y los microRNAs maduros unidos a RNAs mensajeros 
dianas, no serían detectadas ya que en los protocolos de RT para estos ensayos no se 
desnaturaliza el RNA total (figura 22). 
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Figura 21. Análisis de moléculas precursoras y maduras de miRNA. A) Los datos de expresión de cada una de las 
moléculas precursoras y maduras, se relativizaron con la expresión del gen U6. B) Diseño de los cebadores utilizados 
en la amplificación de las moléculas precursoras de miRNA.  
Por ello, con el fin de cuantificar todas las moléculas de las formas maduras, tanto las de 
conformación libre como las unidas a otros RNAs, cuantificamos el número de moléculas del 
miR-292-3p y del miR-292-5p mediante RT-qPCR, partiendo de diez células correspondientes a 
cada una de las etapas del desarrollo estudiadas. Utilizamos oligonucleótidos dotados de “loop” 
para retrotranscribir RNA de muestras donde el RNA total había sido previamente 
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desnaturalizado mediante choque térmico a 85oC y comparamos estos resultados con los 
obtenidos a partir del mismo análisis, partiendo de muestras donde no se había desnaturalizado 
el RNA total antes de realizar la retrotranscripción.  
 
Figura 22. Cuantificación absoluta de moléculas de miRNA maduras originadas a partir del miR-292.  
Para cuantificar el número de moléculas de miRNA en cada una de sus formas se elaboran 
rectas de calibrado a partir de muestras con número de moléculas conocido, que contuvieran 
secuencias de DNA iguales a las moléculas de cDNA originadas tras la retrotranscripción de los 
microRNAs. Para tal fin, realizamos la clonación molecular de  cada una de las formas maduras de 
miR-292-3p y miR-292-5p (ver material y métodos).  
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Los resultados de este análisis demuestran la existencia de formas maduras de los miRNAs miR-
292-3p y -5p, que asociadas, bien en forma de dúplex de miRNA bien unidas a mRNAs diana, 
pueden ser recicladas para generar formas maduras de cadena sencilla en etapas donde los 
elementos que participan en la biogénesis “canónica” de miRNAs, presentan bajos niveles de 
expresión (figura 22).   
MODIFICACIONES POR EDICIÓN Y DEGRADACIÓN DE MIRNAS. LA FAMILIA GÉNICA ADAR DE 
ADENOSINAS DEAMINASAS. 
Las proteínas de la familia ADAR actúan sobre la secuencia nucleotídica de algunos 
dsRNAs sustituyendo adenosinas por inosinas (Jin et al., 2009) (Ohman, 2007) (Yang et al., 2006). 
Al actuar sobre dsRNA han sido señaladas como potenciales reguladoras de la ruta de RNAi 
(Saunders and Barber, 2003) (Ohman, 2007) (Yang et al., 2006) (Nishikura, 2009). Tanto en 
animales como en plantas, se han descrito distintos tipos de modificaciones postranscripcionales 
de las secuencias de miRNAs. Algunas incluyen modificaciones en 3´ mediante adición de 
nucleótidos como adenina o uridina (Guo and Lu, 2010; Lee et al., 2010). Una de las mejor 
caracterizadas es la denominada “edición de residuos de adenosina (A) a inosina (I) (Liu et al., 
1998; Maas et al., 1999; Melcher et al., 1996). Estas modificaciones por edición son llevadas a 
cabo por deaminación de Adenina, mediante enzimas de la familia ADAR. El fenómeno de edición 
afecta a dsRNA y por tanto las moléculas precursoras de los miRNAs son potenciales candidatas 
de edición. Así, la edición de formas pri- y pre-microRNA puede ser una vía para la generación de 
nuevas secuencias de miRNAs que a su vez regulen nuevos mRNAs diana, o como también se ha 
sugerido, ser la señal para la degradación de aquellas formas precursoras editadas. 
 En este capítulo abordamos los resultados obtenidos del estudio del mecanismo de 
edición de miRNAs y su posible función de señalización en la degradación de miRNAs, durante las 
etapas de ovocito a blastocisto. La existencia de mecanismos de edición de moléculas de dsRNAs 
no había sido caracterizada durante las etapas del desarrollo embrionario preimplantacional. 
Analizamos la expresión génica de la familia ADAR en todas las etapas del desarrollo embrionario 
preimplantacional, como punto de partida para estudiar la interacción de los mecanismos de 
edición y los mecanismos de biogénesis de miRNAs.  
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La familia ADAR se compone de tres genes Adar1, Adarb1 y Adarb2. El gen Adar1 posee 
dos regiones promotoras que son capaces de originar dos isoformas conocidas como Adar1s y 
Adar1l. Esta nomenclatura responde al tamaño de ambos transcritos. El gen Adar1l (transcrito 
largo) se expresa a través de un promotor que es inducido por la ruta del interferón. Nosotros no 
detectamos expresión de Adar1l durante las etapas del desarrollo embrionario 
preimplantacional, pero se expresa de forma elevada en cerebro (figura 23), lo cual es explicable 
por la inactivación de ruta del interferón durante las etapas de desarrollo estudiadas.  
Los genes Adar1s, Adarb1 y Adarb2 mostraron grandes diferencias de expresión génica. 
Mientras Adar1s presentaba elevadas cantidades de mRNA en las etapas de ovocito y cigoto, 
Adarb1 y Adarb2 tenían una expresión muy baja durante todas las etapas del desarrollo 
embrionario (figura 23).  
 
Figura 23. Expresión génica de la familia ADAR. Resultado del análisis mediante RT-qPCR de la expresión de los 
cuatro genes de la familia ADAR descritos.  
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Todos los miembros de la familia ADAR fueron detectados en cerebro. En general los 
valores de expresión observados en cerebro fueron entre 5 y 20 veces mayores que los 
observados en testículo.  
Sorprendentemente los niveles de RNA mensajero encontrados para Adar1s en las etapas 
del desarrollo estudiadas, eran muy elevados en comparación con los niveles de transcritos 
detectados para el resto de miembros de la familia. La situación era diferente a la observada en 
cerebro, donde tanto Adarb1 como Adarb2 presentaban una expresión más elevada que Adar1s. 
Lo que sugiere regulaciones y posiblemente funciones diferenciales dependientes de tejido o 
tipo celular. 
REGULACIÓN DE LA RUTA DE BIOGÉNESIS DE MICRORNAS POR MEDIO DE LAS PROTEÍNAS DE LA FAMILIA ADAR. 
Dado que las proteínas de la familia ADAR son capaces de “editar” moléculas precursoras 
de miRNAs, y por lo menos uno de los genes  de esta familia (Adar1s) presentaba elevada 
expresión durante las etapas de ovocito y cigoto, quisimos estudiar cómo la “edición” de 
moléculas precursoras de miRNAs afecta a la biogénesis de miRNAs maduros, durante las etapas 
del desarrollo embrionario preimplantacional. Para ello analizamos la biogénesis de dos miRNAs 
específicos, miR-151-3p y miR-99b, donde previamente se habían descrito fenómenos de 
“edición” que afectaban a su biogénesis en células de cerebro (Blow et al., 2006; Das and 
Carmichael, 2007; Kawahara et al., 2008; Kawahara et al., 2007).  
Comenzamos cuantificando mediante RT-qPCR las formas precursoras y maduras de 
ambos miRNAs. Observamos dos patrones de procesamiento de las formas precursoras distintos 
para cada miRNA (figura 24). Para el miR-99b, la caída de formas pri-microRNA, durante la 
transición entre las etapas de ovocito y cigoto, se manifiesta en un incremento de formas pre-
microRNA en la etapa de cigoto, detectando a su vez, un ligero aumento de formas maduras del 
miR-99b en esta misma etapa (figura 24). Observamos una acumulación de formas pre- durante 
la biogénesis de este miRNA tras la etapa de dos células. Dicha acumulación de formas pre-, 
contrasta con la baja cantidad de formas maduras de miR-99b detectada durante las etapas del 
desarrollo estudiadas (figura 24).  
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Figura 24. Análisis cuantitativo de las moléculas precursoras y maduras de los miRNAs miR-151 (línea roja) y miR-
99b (línea azul) durante las etapas de la embriogénesis temprana. El análisis se realizó mediante RT-qPCR y los 
datos de expresión fueron normalizados usando como gen normalizador U6. 
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Por su parte, durante el análisis de la biogénesis del miR-151-3p, observamos un descenso 
de formas pri- y pre-microRNA durante la transición entre las etapas de ovocito y cigoto (figura 
24). Sorprendentemente, la caída de los niveles de formas precursoras no se refleja en un 
aumento de formas maduras de miR-151-3p (figura 24). Este patrón podría sugerir la eliminación 
de formas precursoras para este miRNA. Contrariamente, en la transición entre cigoto y dos 
células, detectamos un nuevo descenso de formas pri- para el miR-151. Este descenso fue 
acompañado del aumento de pre-microRNAs en la etapa de dos células, y finalmente se vio 
reflejado en el aumento de formas maduras en la etapa de cuatro células (figura 24). 
La cuantificación de las formas precursoras y maduras de ambos miRNAs, reflejaba una 
discordancia a la hora del procesamiento de moléculas precursoras en formas maduras. Así, 
mientras las formas pre- del miR-99b se acumulaban a partir de la etapa de dos células, las 
formas precursoras (tanto pri- como pre-) del miR-151, eran eliminadas en etapas concretas del 
desarrollo embrionario preimplantacional sin generar nuevas formas maduras. Quisimos evaluar 
el papel que jugaban los mecanismos de “edición” de moléculas precursoras de miRNA, en las 
discordancias observadas durante la biogénesis de miR-99b y miR-151-3p. Con tal fin, analizamos 
mediante secuenciación de las formas precursoras de ambos miRNAs, la posible existencia de 
“ediciones” dentro de sus secuencias. 
En primer lugar analizamos la secuencias precursoras de ambos miRNAs en busca de 
cambios adenina/guanina (dado que la inosina es interpretada en los secuenciadores como 
guanina). Para dicho estudio, partimos de los productos de RT-qPCR obtenidos en el análisis de 
expresión de moléculas precursoras durante las etapas de embriogénesis temprana. Además, 
quisimos evaluar la frecuencia con la que se produce el fenómeno de edición durante las etapas 
del desarrollo estudiadas. La edición de dsRNAs por las proteínas de la familia ADAR ha sido 
ampliamente descrita en células del sistema nervioso central, y concretamente en células de 
cerebro. Por ello, decidimos comparar los niveles de edición observados durante las etapas de 
desarrollo embrionario preimplantacional con los detectados en cerebro. Así mismo, como 
control negativo, se utilizó un órgano donde se ha descrito una baja actividad de los mecanismos 
de edición: corazón. 
Las moléculas precursoras de ambos miRNAs amplificadas mediante PCR, fueron clonadas 
mediante vectores bacterianos (ver material y métodos) y posteriormente secuenciadas. 
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Asumimos que en el resultado de la amplificación por PCR de las moléculas precursoras, editadas 
y no editadas, no existe sesgo en la representación de cada una de ellas. Es decir, el resultado de 
la población clonada en bacterias individuales era representativo de la población real de 
moléculas precursoras existentes en cada uno de los tipos celulares estudiados. El resultado de la 
secuenciación se muestra en la figura 25. 
Secuenciamos un mínimo de diez clones por cada etapa de desarrollo y tejido estudiados. 
El miR-151-3p presentaba moléculas precursoras editadas en más de un nucleótido, mientras 
que el miR-99b sólo presentaba moléculas precursoras con una edición. Sólo uno de los dos 
nucleótidos modificados pertenecía a la secuencia descrita para la forma madura del mir-151-3p. 
El otro nucleótido modificado se localizaba dentro de la región considerada como pre-microRNA, 
un nucleótido hacia 5’ desde el comienzo de la región considerada como microRNA maduro 
(posición -1 en la nomenclatura usada para referirse a las modificaciones que afectan a 
moléculas precursoras de microRNAs). La utilización de técnicas de secuenciación masiva ha 
resaltado la existencia de formas maduras denominadas “isomirs” que se caracterizan por tener 
variaciones de longitud e incluso de secuencia respecto a la secuencia asumida como miRNA 
maduro como veremos posteriormente (Kuchenbauer et al., 2008).  
En todos los casos se comprobó que las variaciones en las secuencias no correspondían a 
posibles polimorfismos de nucleótidos a nivel del genoma (SNPs), que pudieran presentar las 
líneas de ratón usadas en este estudio. Ello se realizó mediante amplificación y posterior 
secuenciación de DNA genómico correspondiente a estas regiones. 
La modificación que situada en la posición -1 cobraba un creciente interés, ya que podría 
abrir el abanico de variantes de formas maduras o incluso interferir en el procesamiento de Dicer 
de aquellos precursores que la llevaran incorporada. Por otra parte la edición parecía conllevar 
un mecanismo de regulación implícito, ya que no encontramos moléculas precursoras solamente 
editadas en la posición -1. El análisis de la edición de moléculas precursoras mostraba un 
panorama de regulación de la biogénesis de microRNAs más complejo de lo que en un principio 
cabría esperar. Sin embargo, esta primera aproximación no resolvía las incógnitas acerca del 
destino de las moléculas precursoras. 
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Figura 25. Resultado de la secuenciación de las moléculas precursoras de miR-151 y miR-99b. A) Encontramos tres 
tipos de moléculas precursoras del miR-151. Moléculas precursoras que contenían la secuencia consenso, moléculas 
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precursoras editadas en un nucleótido y moléculas precursoras editadas en dos nucleótidos. B) Encontramos dos 
tipos de moléculas precursoras capaces de generar formas maduras del miR-99b. Moléculas precursoras que 
presentaban la secuencia consenso y moléculas precursoras editadas en un nucleótido. En recuadro de color negro 
aparecen las secuencias consenso, en recuadro rojo aparecen las secuencias editadas en un nucleótido y en 
recuadro azul aparecen las secuencias editadas en dos nucleótidos. 
Algunos trabajos previos sostenían la incapacidad de Dicer para procesar las moléculas 
precursoras editadas (Kawahara et al., 2007) mientras otros presentaban los fenómenos de 
edición como una ruta capaz de generar variantes de microRNAs, que repercutía en la molécula 
de mRNA objeto de la regulación (Liang and Landweber, 2007; Ohman, 2007).   
Mediante el empleo de sondas de hidrólisis TaqMan®, específicamente diseñadas para las 
distintas formas editadas, abordamos la cuantificación absoluta de ambas moléculas maduras 
editadas y también de la forma canónica del miRNA-151-3p. El diseño de las sondas de hidrólisis  
permitía abordar el análisis de las formas maduras del miR-151-3p que presentaban un 
nucleótido editado y dos nucleótidos editados. Desafortunadamente imposibilidades 
termodinámicas en el diseño de las sondas destinadas a la amplificación del miR-99b modificado, 
nos impidieron estudiar la existencia de formas maduras editadas para este microRNA.  
No obstante pudimos cuantificar de manera absoluta el número de moléculas existentes 
de cada una de las variantes del miR-151-3p durante las etapas de desarrollo embrionario 
preimplantacional. Las secuencias sobre las que se diseñaron los oligonucleótidos destinados a 
amplificar cada una de las formas maduras estudiadas para el miR-151-3p fueron: 
CUAGACUGAGGCUCCUUGAGG (secuencia canónica, mir-151-3p) 
CUGGACUGAGGCUCCUUGAGG (1 modificación, miR-151-3p M) 
GCUGGACUGAGGCUCCUUGAGG (2 modificaciones, miR-151-3p MM) 
Los resultados demuestran la existencia de formas maduras editadas (figura 26). Además, 
en la etapa de dos células identificamos mayor proporción de formas maduras editadas en un 
nucleótido que formas canónicas. Sorprendentemente encontramos muy pocas formas maduras 
con dos nucleótidos editados. En nuestro análisis previo observamos que la mayoría de las 
moléculas precursoras editadas, presentaban dos nucleótidos editados (figura 25), y sin embargo 
apenas se detectaron formas maduras con dos nucleótidos editados. Esto parece indicar que las 
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formas precursoras con dos nucleótidos editados serían eliminadas antes del procesamiento a 
formas maduras. 
 
Figura 26. Cuantificación absoluta del número de moléculas maduras existentes para cada uno de los tipos de 
moléculas precursoras observadas durante la secuenciación del miR-151. Las barras azules corresponden a las 
formas maduras que contienen la secuencia consenso, las barras rojas corresponden a las formas maduras que 
contienen un nucleótido editado y las barras verdes muestran el número de formas maduras editadas en dos 
nucleótidos. 
Probablemente la edición de las moléculas precursoras en la posición -1 no afecte al 
procesamiento de Dicer y la mayoría de las formas maduras modificadas en un nucleótido 
tengan su origen en precursores con dos ediciones. Por eso, a pesar de no encontrar moléculas 
precursoras editadas solamente en un nucleótido en las etapas de cigoto, dos células y cuatro 
células, sí encontramos formas maduras con una edición.  
No obstante, tras comparar el número de miRNAs canónicos con el número de miRNAs 
modificados, observamos un sesgo a favor de los microRNAs maduros que conservan la 
secuencia canónica durante la mayoría de las etapas del desarrollo embrionario 
preimplantacional. Este sesgo parece estar en consonancia con el resultado del análisis de las 
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moléculas precursoras, donde observábamos una reducción de moléculas de pri-microRNA y de 
pre-microRNA sin que se incrementara la cantidad de moléculas maduras. 
Dado que gran parte de las moléculas precursoras editadas del miR-151, son eliminadas 
durante las etapas del desarrollo analizadas, nos planteamos investigar si tal eliminación se 
producía mediante los mismos mecanismos sugeridos en otros sistemas biológicos. Uno de los 
mecanismos descritos relaciona la actividad de la proteína Tudor-SN con la eliminación de las 
formas precursoras de miRNAs editadas. Tudor-SN, reconoce residuos de inosina dentro de 
moléculas de dsRNA, siendo capaz de eliminarlas mediante su actividad nucleásica (Scadden and 
O'Connell, 2005) (Scadden, 2005). Por su actividad nucleásica, Tudor-SN ha sido relacionada con 
corpúsculos citoplasmáticos con una gran actividad enzimática, que participan en la degradación 
de ácidos nucleicos como los gránulos de estrés (Goodier et al., 2007) o los “cuerpos-P” (Jakymiw 
et al., 2007). Investigamos el papel de Tudor-SN en la eliminación de formas precursoras de 
miRNAs editadas por ADAR durante las etapas del desarrollo embrionario preimplantacional. 
Además buscamos su posible interacción con otros mecanismos de eliminación de ácidos 
nucleicos como son los “cuerpos-P”. Para ello, comenzamos analizando mediante RT-qPCR los 
niveles de expresión del gen Snd1 (“Staphylococal nuclease domain-containing protein1”) que 
codifica a la proteína Tudor-SN. A continuación estudiamos la ubicación celular de la proteína 
Tudor-SN en cada una de las etapas de ovocito a blastocisto, a través de anticuerpos específicos 
y el empleo de técnicas de inmunofluorescencia. Por último, estudiamos su posible interacción 
con los “Cuerpos-P” a través de su co-localización o no, con una de las proteínas integrantes de 
los “Cuerpos-P”: Dcp1α. 
Los resultados del análisis de expresión de Snd1, muestran una acumulación de 
transcritos durante las etapas de ovocito y cigoto. La expresión del gen Snd1 en estas etapas del 
desarrollo, fue mayor que la detectada en testículo y cerebro (figura 27). Tras la etapa de cigoto 
se observa una reducción progresiva de transcritos de este gen. Este patrón de expresión parece 
consistente con los resultados previos en los que se sugería la eliminación de formas precursoras 
editadas principalmente en las etapas iniciales del desarrollo. Consecuentemente, los resultados 
sugieren la participación de Tudor-SN en degradación de formas precursoras de miRNAs 
editados, fundamentalmente en etapas anteriores a dos células. 
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Figura 27. Análisis de expresión génica de Snd1 durante las etapas del desarrollo embrionario preimplantacional, 
en comparación con testículo y cerebro. Los datos de expresión se obtuvieron mediante RT-qPCR y se relativizaron 
con respecto a la expresión de los genes normalizadores Ppia y H2afz. 
A continuación buscamos un nexo de unión entre los mecanismos que operan en la 
degradación de mRNAs y los mecanismos capaces de eliminar formas precursoras de miRNAs 
editadas por ADAR. Para ello mediante el uso de anticuerpos específicos estudiamos la 
distribución celular de la proteína Tudor-SN y de Dcp1α, uno de los componentes de los 
“Cuerpos-P” (Rehwinkel et al., 2005).  Mediante “Western Blot” comprobamos la especificidad 
de los anticuerpos usados para cada una de las proteínas (figura 1 del apéndice). Dicha 
comprobación se realizó utilizando extractos proteicos procedentes de diferentes tejidos 
(testículo y cerebro), en los que no encontramos las limitaciones para obtener cantidad 
suficiente de proteína, que se presentan a la hora de realizar el mismo análisis en las etapas del 
desarrollo embrionario preimplantacional.  
 Una vez comprobada la especificidad de los anticuerpos, fueron utilizados para localizar 
mediante inmunofluorescencia las proteínas Tudor-SN y Dcp1α. Tudor-SN mostraba un patrón de 
localización citoplasmática que inicialmente era de aspecto ligeramente granular en ovocito, 
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haciéndose difuso desde cigoto a cuatro células (figura 28). En ocho células se inicia una 
acumulación en forma de gránulos que se hace más evidente en mórula y blastocisto (figura 29). 
 Sin embargo la apariencia de “cuerpos-P”, no era evidente en las etapas estudiadas de la 
embriogénesis. Únicamente, aparecía distribución granular de la proteína Dcp1α, en etapas de 
cuatro y ocho células.  
 En ningún caso se observaba co-localización de ambas proteínas en gránulos discretos. 
Esta falta de co-localización se corroboró en experimentos de inmunolocalización en células 
somáticas en cultivo (imágenes no mostradas). Consecuentemente, parece que la degradación 
de las formas precursoras de miRNAs y la degradación de mensajeros unidos a miRNAs, no se 
produce en las mismas ubicaciones celulares.  
Sin embargo habría que destacar dos observaciones. La primera es que la distribución 
dispersa de la proteína Dcp1α no es homogénea dentro del citoplasma después de la primera 
división del cigoto. En la etapa de dos células Dcp1α tiene una distribución cortical en el 
citoplasma. Desconocemos el papel funcional que puede tener tal distribución durante la 
progresión embrionaria y podrá ser objeto de estudios posteriores. 
 La segunda observación a resaltar, es la distribución en gránulos específicamente en las 
etapas de mórula y blastocisto, de Tudor-SN. Esta distribución reproducida en diferentes ensayos 
de inmunofluorescencia con distintos anticuerpos secundarios (figura 29), sugiere la existencia 
de gránulos específicos, no descritos anteriormente, que podríamos denominar “cuerpos-T”. La 
asociación de otras proteínas a estos “cuerpos-T” así como la actividad funcional de los mismos 
se abordará en estudios posteriores.   
 
 
 
Figura 28. Inmunolocalización de las proteínas Tudor-SN y Dcp1α. De la parte superior a la inferior se muestra: 
localización de la proteína Tudor-SN en color verde; localización de la proteína Dcp1α en color rojo; fusión de la 
señal para ambas proteínas y en azul se muestran los núcleos celulares teñidos con DAPI; imagen en contraste de 
fase para cada una de las etapas de desarrollo estudiadas. Figura cedida por el Dr. Juan de Dios Hourcade.  
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Figura 29. Localización celular de los “cuerpos-T”. Utilizando en esta ocasión un anticuerpo secundario unido a 
“Texas-Red”, se observan acumulaciones de la proteína Tudor-SN, en forma de gránulo.  
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EXPRESIÓN DE MIRNAS DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO PREIMPLANTACIONAL DE 
RATÓN. 
En capítulos precedentes se ha analizado la expresión diferencial de genes codificantes a 
proteínas implicadas en la biogénesis funcional, edición y degradación de miRNAs a lo largo del 
desarrollo y la diferenciación de ratón desde ovocito a blastocisto. Además se analizó 
paralelamente cómo operaban dichos elementos durante la biogénesis de miRNAs concretos. 
Para comprender mejor el papel de los miRNAs durante la embriogénesis temprana nos 
planteamos un análisis global de los miRNAs conocidos en las distintas etapas desde ovocito 
hasta blastocisto, con especial interés en los cambios acontecidos en las etapas clave como: la 
fecundación, la activación cigótica o la diferenciación celular inicial a partir de la etapa de 
mórula. 
Al iniciar este trabajo, las aportaciones publicadas al respecto eran escasas. Actualmente, 
diversos estudios han aportado nuevos conocimientos, pero en general parciales. Nuestro 
objetivo ha sido obtener un panorama de expresión global de miRNAs, sus distintas 
modificaciones y posible regulación, profundizando específicamente en la transición entre 
ovocito y cigoto. En estas dos etapas el análisis de las poblaciones de RNAs reguladores de 
pequeño tamaño se extendió a dos poblaciones que comparten el mecanismo de acción con los 
miRNAs y alguno de los elementos de su biogénesis. 
ANÁLISIS POR “ARRAYS” DE RIBOSONDAS MODIFICADAS CON LNAS EN SOPORTE SÓLIDO. 
 El abordaje metodológico inicial para obtener perfiles de expresión de miRNAs en las 
distintas etapas de la embriogénesis temprana, se basó en la tecnología de “microarrays” que 
contenían ribosondas específicas de microRNAs, modificadas con LNAs (ver métodos). Estos 
“microarrays” contenían sondas para todos los miRNAs de roedor descritos en la miRBase 
versión 10. La modificación de las ribosondas mediante nucleótidos de tipo LNA, confiere mayor 
especificidad a la hibridación del miRNA con la sonda.  
 El procedimiento experimental requería, según la casa comercial que las fabrica (Exiqon), 
un mínimo de 50 ng de RNA total. Tal requerimiento suponía la acumulación de, al menos, 200 
células para cada etapa del desarrollo, asumiendo como correcta la estimación de 0.4 ng/ovocito 
Resultados 
 103 
(Olszanska and Borgul, 1993). Sin embargo, la purificación de RNA total exige, incluso en los más 
ajustados protocolos, mayores cantidades de masa celular crítica. Aunque ello implicaba un 
notable esfuerzo para acumular material necesario, procedimos a analizar la expresión de 
miRNAs mediante esta técnica. Utilizamos para la hibridación 600 ng de RNA total, extraído a 
partir de más de 12.000 células (ver métodos) correspondientes a las etapas de ovocito y cigoto. 
 Incluso en esas condiciones (10 veces la cantidad mínima recomendada por la casa 
comercial para llevar a cabo el análisis), y respetando los parámetros de calidad recomendados 
(RIN>7, ver material y métodos), los resultados solo mostraban señales cuantificables en un 
número muy limitado de localizaciones, que fueron interpretados como aquellos miRNAs 
altamente representados en ambas etapas (figura 30). Para comprobar que estos resultados no 
dependían de la muestra, llevamos a cabo experimentos de hibridación con RNA total extraído 
de otros tejidos sin limitación para su obtención. Experimentos con diluciones crecientes de RNA 
demostraron que solo a partir de 1 µg de RNA total se obtenía información de la expresión de un 
número representativo de miRNAs. Ante esta dificultad, y considerando las limitaciones de la 
muestra de estudio, optamos por utilizar aproximaciones experimentales alternativas como el 
uso de “arrays” de baja densidad en soporte multifluídico aplicando la tecnología de RT-qPCR y 
sondas TaqMan® específicas.   
 
Figura 30. Imagen de la lectura del “array” de miRNAs.  
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ANÁLISIS DE MIRNAS POR “ARRAYS” DE BAJA DENSIDAD MEDIANTE RT-QPCR EN PLACAS MICROFLUÍDICAS. 
Analizando todas las etapas desde ovocito hasta blastocisto globalmente detectamos y 
cuantificamos la expresión de 231 miRNAs de los 590 incluidos en las placas de “array”. 
Considerando ovocito no fecundado como la etapa inicial, 150 miRNAs presentaron una 
tendencia de aumento de la expresión en algunas o en todas las etapas tras la fecundación, 
mientras que 81, presentaron una progresiva reducción de la expresión tras la fecundación 
(figura 31).  Del total de miRNAs detectados, 106 lo fueron en todas las etapas estudiadas (figura 
32), y 58 miRNAs presentaron un patrón de expresión única, como veremos posteriormente.  
De estos resultados globales inferimos: a) múltiples miRNAs procedentes del ovocito 
materno serían eliminados en etapas postcigóticas (algunos inmediatamente tras la 
fecundación), y b) otros muchos (más del doble de los anteriores) serían generados 
postcigóticamente en alguna de las etapas siguientes a la fecundación (también aquí, en 
ocasiones, detectables en cigoto). 
 
Figura 31. Diagrama en forma de “mapa de calor” que representa de forma global, la expresión de miRNAs 
detectados durante las etapas de embriogénesis temprana. En color rojo se muestran los miRNAs que 
incrementaron su expresión con respecto al nivel detectado para el mismo miRNA en la etapa de ovocito. De forma 
inversa, el color verde ilustra aquellos miRNAs que redujeron su expresión tras la fecundación. En negro se muestran 
aquellos genes cuya expresión no varía con respecto a la observada en ovocito. Los datos fueron normalizados 
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utilizando el gen normalizador U6. La escala, en gradiente de color, representa los valores de expresión 
normalizados expresados de forma logarítmica (log2). 
 
Utilizando el número de genes detectados en cada etapa como estimador de la actividad 
de miRNAs, nuestros resultados señalan las etapas de dos células y mórula como aquellas donde 
mayor número de miRNAs fueron detectados (figura 32A). Ambas etapas también presentan un 
mayor número de miRNAs inducidos, especialmente durante la transición entre las etapas de 
cigoto y dos células, donde se produce la activación del genoma cigótico y la degradación de 
transcritos maternos. La abundancia de miRNAs detectados en las etapas de cigoto y dos células, 
sugiere un papel importante en la regulación de la activación cigótica y posterior degradación de 
mRNAs de origen materno. De igual forma, el incremento de miRNAs registrado en mórula 
podría relacionarse con las etapas iniciales del proceso de diferenciación celular durante esta 
etapa del desarrollo.  
 
Figura 32. Diagramas mostrando el número de miRNAs y su presencia compartida en las etapas de desarrollo 
desde ovocito a blastocisto. A) Número de miRNAs que mostraron un incremento diferencias en su expresión con 
respecto a la población total detectada en ovocito. B) Diagrama de Venn representando los 231 miRNAs detectados 
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en las distintas etapas. Para su representación gráfica se ha optado por agrupar las etapas del desarrollo estudiadas 
de dos en dos atendiendo a aspectos funcionales.  
Dos de los principales eventos que dirigen la viabilidad del embrión, muestran una 
importante actividad de los miRNAs (activación del genoma cigótico y diferenciación celular). 
Otro evento de singular importancia se produce durante la transición entre las etapas de cuatro y 
ocho células.  Se caracteriza por una gran activación génica (MGA) (Hamatani et al., 2004). Esta 
activación parece involucrar un mayor número de genes que la activación del genoma cigótico y 
en ella también se degrada una gran cantidad de transcritos heredados de las etapas anteriores. 
Sin embargo, las etapas de cuatro y ocho células presentaban un perfecto equilibrio entre 
miRNAs inducidos y reprimidos, y el número de miRNAs detectados en cada etapa fue casi 
idéntico (en cuatro células 157 miRNAs detectados y en ocho células 156). Esta situación sugiere 
una fina regulación de la biogénesis de miRNAs durante ambas etapas. Paradójicamente, de 
todos los elementos encargados de regular la generación y función de los miRNAs, que hemos 
estudiado en el presente trabajo, sólo Ago2 presentaba expresión destacable en cuatro y ocho 
células.  
Tras este primer análisis global, realizamos un agrupamiento jerárquico de los miRNAs en 
función de la similitud de sus perfiles de expresión con el objetivo de definir grupos de genes 
implicados en la regulación de los procesos como ZGA, degradación de mensajeros maternos, 
MGA o diferenciación celular. 
Para el agrupamiento jerárquico utilizamos los valores de expresión relativa de los 231 
miRNAs detectados (calculadas a partir de los valores de Ct normalizados por el método de 2-
ΔΔCt), asumiendo como muestra de referencia el ovocito y U6 como gen normalizador. Como 
medida de similitud aplicamos el coeficiente de correlación de Pearson. Los resultados del 
agrupamiento jerárquico se muestran en la figura 33. 
A partir del agrupamiento jerárquico, los miRNAs fueron incluidos en 3 grupos principales 
(“clusters”) atendiendo a la similitud de sus perfiles de expresión. La expresión de determinados 
miRNAs se limita a una única etapa del desarrollo embrionario preimplantacional, y se han 
considerado como específicos de esa etapa. Los datos de expresión relativa de los miRNAs 
específicos de etapa, además de incluirse en el agrupamiento jerárquico, también fueron 
evaluados de forma independiente. 
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Figura 33. Mapas de calor con dendograma mostrando el agrupamiento jerárquico de los miRNAs analizados. A) 
En color negro se muestran los valores de expresión de aquellos miRNAs cuya expresión no variaba en relación con 
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la expresión de ese mismo gen en la etapa de ovocito usada como referencia. Los valores rojos muestran aquellos 
genes cuya expresión aumentaba en relación a la expresión observada en ese mismo gen durante la etapa de 
ovocito mientras que los valores verdes mostraban reducción de los valores de expresión. B) Los valores en color gris 
muestran miRNAs no detectados durante las etapas del desarrollo estudiadas. Los datos fueron normalizados 
utilizando el gen normalizador U6. La escala, en gradiente de color, representa los valores de expresión 
normalizados expresados de forma logarítmica (log2). 
MIRNAS DE EXPRESIÓN ÚNICA O ESPECÍFICOS DE ETAPA. 
La expresión de genes específicos en distintos linajes celulares o en ciertas patologías está 
ampliamente demostrada. Algunos de estos genes han sido utilizados como marcadores 
celulares de diferenciación o estado funcional.  
Durante el desarrollo embrionario preimplantacional existen genes como Mater, Zp1-3 
(Dean, 2002) Oct4 o Nanog (Kashyap et al., 2009) cuya expresión se limita a etapas muy 
concretas durante el desarrollo embrionario preimplantacional. Sin embargo, las proteínas 
codificadas en estos genes pueden estar actuando en etapas donde su expresión no es 
detectada. En el caso de los miRNAs, como RNAs que no codifican proteína, la interpretación de 
patrones de expresión única en etapas concretas del desarrollo es diferente: el análisis de su 
expresión marca el emplazamiento de su posible actividad funcional.  
Por otra parte, la ausencia de detección de miRNAs específicos de ovocito (figura 33B), 
sugiere que la participación de los miRNAs heredados de forma materna se extiende a etapas 
postcigóticas.  
Dentro de los 58 genes de expresión única, la familia let-7 fue la más representada con 
cinco miembros (mmu-let-7c-1*, mmu-let-7g, mmu-let-7d, mmu-let-7c, mmu-let-7e). Los 
miembros de una misma familia de miRNAs presentan homología en sus secuencias.  
Dicha homología se localiza en los 7-8 nucleótidos que constituyen el sitio de unión 
principal al RNA mensajero diana (región “seed”) y que va a determinar en mayor medida la 
especificidad de la unión. De este modo, aquellos miRNAs que se encuentren en la misma familia 
regularán potencialmente los mismos genes (Chen and Rajewsky, 2007) (Grimson et al., 2007). 
Al igual que algunos de los miRNAs de la familia let-7, dos de los miembros de la familia 
del miR-467 (miR-467e y miR-467d) presentaron un patrón de expresión única. El miR-467e se 
expresó en la etapa de cigoto mientras que el miR-467d se expresó en la etapa de blastocisto. 
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Las etapas de dos células y mórula presentaron un gran número de genes de expresión 
única (Figura 34). Durante estas etapas se han descrito dos de los eventos claves para el 
desarrollo embrionario preimplantacional: la culminación del proceso de degradación de 
transcritos maternos (etapa de dos células) y el primer evento de diferenciación celular (etapa de 
mórula). 
 
Figura 34. Representación de valores de expresión de miRNAs de expresión única en cigoto y etapas postcigóticas. 
Encontramos 58 miRNAs cuya expresión estaba limitada a una única etapa durante el desarrollo preimplantacional. 
Los datos fueron normalizados utilizando el gen normalizador U6. La escala, en gradiente de color, representa los 
valores de expresión normalizados expresados de forma logarítmica (log2). 
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PERFILES DE EXPRESIÓN DE MIRNAS DESDE OVOCITO HASTA BLASTOCISTO.  
Para abordar el estudio de los perfiles de expresión de todos los miRNAs detectados, 
realizamos un agrupamiento jerárquico de miRNAs en función de la similitud de sus patrones de 
expresión. Como resultado de dicho agrupamiento obtuvimos tres grupos funcionales, que 
engloban los perfiles de expresión de 231 microRNAs. A su vez, los tres grupos funcionales se han 
subdividido en nueve grupos menores y se ilustran en las figuras 35, 36 y 37. El primer grupo 
contiene 66 microRNAs cuyos niveles fueron elevados en el ovocito pero fueron reduciéndose a 
través de las etapas del desarrollo embrionario preimplantacional (agrupamiento 1A y 1B, figura 
35). El segundo grupo representa aquellos microRNAs asociados a la activación del genoma 
cigótico (56 miRNAs, agrupamiento 2A y 2B, figura 36). El tercer grupo es más heterogéneo y 
contiene 109 microRNAs cuyo incremento de expresión se produce entre las etapas de cigoto y 
mórula (agrupamiento 3A-E, figura 37). Dentro de este tercer grupo encontramos microRNAs 
presentes en el ovocito, que muestran un gran incremento de expresión en mórula (subgrupo 
3E) y microRNAs cuya expresión aumenta considerablemente durante las últimas etapas del 
desarrollo embrionario preimplantacional (subgrupos 3A y 3B). 
La obtención de perfiles de expresión nos ha permitido determinar que miRNAs son los 
que se encuentran más altamente expresados en cada una de las etapas del desarrollo 
estudiadas. La regulación a la que están sometidos los miRNAs, genera patrones de expresión 
donde observamos rápidos incrementos en una determinada etapa del desarrollo, seguidos de 
una eliminación de gran parte de esos mismos miRNAs en la siguiente etapa (ver tabla 2 del 
apéndice 1). Esto ocurre con gran cantidad de miRNAs durante el desarrollo embrionario 
preimplantacional. Con el objetivo de asociar los drásticos cambios de expresión de los miRNAs 
con su actividad reguladora durante el desarrollo preimplantacional embrionario, identificamos 
los genes cuyos mRNAs pudieran ser dianas potenciales de los miRNAs que previamente hemos 
agrupado en los nueve subgrupos descritos.  
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Figura 35. Agrupamiento de los miRNAs en función de su perfil de expresión. Grupo 1. Los datos fueron 
normalizados utilizando el gen normalizador U6. La escala, en gradiente de color, representa los valores de 
expresión normalizados expresados respecto a su nivel de ovocito, de forma logarítmica (log2). 
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Figura 36. Agrupamiento de los miRNAs en función de su perfil de expresión. Grupo 2. Los datos fueron 
normalizados utilizando el gen normalizador U6. La escala, en gradiente de color, representa los valores de 
expresión normalizados respecto a su nivel de ovocito, expresados de forma logarítmica (log2). 
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Figura 37. Agrupamiento de los miRNAs en función de su perfil de expresión. Grupo 3. Los datos fueron 
normalizados utilizando el gen normalizador U6. La escala, en gradiente de color, representa los valores de 
expresión normalizados respecto a su nivel de ovocito, expresados de forma logarítmica (log2). 
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La identificación de los potenciales genes diana se realizó mediante el uso de las bases de 
datos “pictaR” y “Targetscan”. Una vez identificados, estudiamos su participación en rutas 
metabólicas y de señalización celulares, con el objetivo de interpretar la posible función 
reguladora de los miRNAs (figura 38). El análisis se completó aplicando el mismo criterio para los 
genes diana potenciales de los miRNAs agrupados por su proximidad dentro del genoma y a los 
miRNAs agrupados por formar parte de una misma familia. 
 
Figura 38. Procedimiento seguido para identificar potenciales genes diana de los miRNAs expresados durante el 
desarrollo preimplantacional de ratón. 
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GENES DIANA DE LOS GRUPOS (“CLUSTERS”) OBTENIDOS TRAS LA AGRUPACIÓN POR SIMILITUD DE PERFIL DE 
EXPRESIÓN. 
Al obtener los perfiles de expresión de los miRNAs asociamos la participación de cada 
miRNA en etapas del desarrollo embrionario preimplantacional. Sin embargo para evaluar su 
posible papel regulador de los miRNAs durante en desarrollo embrionario temprano debemos 
tener en cuenta los genes que potencialmente regulan. Cada uno los 231 miRNAs estudiados en 
este apartado del presente trabajo, es potencial regulador de decenas e incluso cientos de genes, 
lo cual dificultaba análisis individualizados. Del mismo modo que un miRNA es potencial 
regulador de varios genes, un gen puede ser potencialmente regulado por varios miRNAs. De 
esta forma, pensamos que los miRNAs agrupados dentro de un mismo “cluster” podrían estar 
regulando los mismos genes o por lo menos genes involucrados en los mismos procesos 
biológicos. 
Ante la imposibilidad de estudiar todos los genes diana potenciales obtenidos, decidimos 
limitar el estudio a aquellos genes cuyo nivel de significación (“score”) fuese mayor que -0.80. 
Este parámetro es un indicador de la significación estadística que se le otorga a la posible unión 
miRNA/mRNA diana, teniendo en cuenta valoraciones energéticas y de posición para esa unión. 
Cuanto más negativo es el valor “score” (desde 1 hasta -1), más probable es la unión del miRNA 
al mensajero. El análisis se completó localizando los procesos celulares en los que se involucran 
los genes diana potenciales de los miRNAs estudiados.  
Tras aplicar las restricciones anteriormente descritas para la obtención de los genes diana 
potenciales, las listas de genes obtenidas fueron agrupadas en función de sus potenciales 
miRNAs reguladores. Así, los genes diana potenciales de los miRNAs englobados dentro del grupo 
1 fueron agrupados juntos. Al finalizar habíamos agrupado los genes diana potenciales de los 231 
miRNAs tres grupos funcionales. Una vez agrupados, los genes diana potenciales, fueron 
analizados a través del programa IPA (“Ingenuity system Pathway Analysis”). La función de los 
genes diana potenciales de los tres grupos fue relacionada con los perfiles de expresión de los 
miRNAs durante el desarrollo embrionario preimplantacional. Sin embargo para simplificar la 
representación de los datos obtenidos hemos optado por graficar los resultados de los tres 
grupos funcionales. Por ejemplo los procesos biológicos que involucren a los genes diana de los 
miRNAs del grupo 3, y fundamentalmente los del subgrupo 3E, serían susceptibles de ser 
Biogénesis y expresión de microRNAs durante el desarrollo embrionario preimplantacional de ratón. 
 116 
regulados más activamente durante las últimas etapas del desarrollo, en base al incremento de 
la expresión que observamos en todos los miembros de este grupo a partir de la etapa de dos 
células (figura 37, grupo 3E). Esta relación se aplicó también al análisis posterior de los miembros 
de una misma familia de miRNAs. 
En general los procesos biológicos que involucraban un mayor número de genes diana 
potenciales de los tres grupos de miRNAs fueron aquellos relacionados con la regulación de la 
expresión génica y el desarrollo (Figura 39). Sorprendentemente un número elevado de genes 
diana de los miRNAs pertenecientes a los grupos 1 y 2, se asociaban al desarrollo y función del 
sistema nervioso. Esto es debido a que varios genes implicados en el desarrollo del sistema 
nervioso, desarrollan también un papel importante durante el desarrollo embrionario temprano. 
Uno de esos genes es, por ejemplo, Bndf (“Brain-derived neurotrophic factor”). Este factor de 
transcripción neuronal, parece esencial durante la maduración del ovocito. Es secretado por las 
células foliculares que envuelven el ovocito durante su maduración, actuando como factor de 
crecimiento y diferenciación. Varios miRNAs de los grupos 1 y 2 son potenciales reguladores de 
Bndf.  
Curiosamente el uso del factor de crecimiento Bndf como promotor del crecimiento y la 
supervivencia de ovocitos, cigotos y células embrionarias en cultivos in vitro, ha sido 
recientemente patentado (número de patente US 2011/0052599 A1). 
Por otra parte, los miRNAs englobados dentro del grupo 3, son potenciales reguladores 
de genes asociados a procesos de proliferación, diferenciación celular y desarrollo del organismo 
(figura 39). Los miRNAs que conforman este grupo, se expresan principalmente durante y 
después de la MGA, y los procesos biológicos donde participan la mayor parte de sus genes diana 
potenciales, ocurren en las últimas etapas del desarrollo embrionario preimplantacional. Dentro 
de los miRNAs del subgrupo 3A, encontramos varios miembros de la familia miR-290-295 (ver 
tabla 6 del apéndice 2) los cuales participan activamente en la regulación de los procesos de 
diferenciación y proliferación celular que ocurren en la transición entre las etapas de mórula y 
blastocisto, y que serán posteriormente tratados en el presente trabajo. 
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Figura 39. Función biológica de los genes diana de los miRNAs agrupados por la similitud de sus perfiles de 
expresión. La función biológica de cada uno de los genes diana fue estimada a partir de la actividad funcional de las 
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proteínas que codifican. La participación de los genes diana en cada proceso biológico es evaluada mediante la 
prueba de probabilidad “right-tailed” de Fisher. Mide la probabilidad de que una función esté sobre-representada 
por las moléculas en el conjunto de datos y es expresada como un valor -p. Es decir, un valor –p muy bajo implica 
una probabilidad muy alta de que las proteínas codificadas en los genes diana que hemos elegido en nuestro 
trabajo, participen en las rutas categorizadas bajo los diagramas de barras. Se eligieron p-valores menores de 0,01 y 
para su representación se optó por transformarlos a escala logarítmica. 
 
Además de analizar los procesos biológicos, estudiamos las rutas moleculares en las que 
participan los genes diana potenciales. Dicho estudio informa acerca de la interacción de los 
miRNAs sobre rutas moleculares concretas y nos permite profundizar en la comprensión de la 
compleja actividad regulatoria de los miRNAs durante las etapas del desarrollo embrionario 
preimplantacional.     
 Dos de las rutas moleculares que más genes diana potenciales de los tres grupos 
involucraba, eran la ruta de señalización de Tgf-β (“Transforming growth factor beta”), y la ruta 
de señalización ERK/MAPK (figura 40). Son rutas metabólicas de especial importancia durante el 
desarrollo de embrionario preimplantacional y en los procesos de diferenciación de las células 
troncales embrionarias (Adjaye et al., 2005; Riley et al., 2005).  
 Así, Tgf-β es una citoquina con un papel crucial en el desarrollo embrionario (Kocabas et 
al., 2006; Sharma et al., 2010). Regula un amplio abanico de procesos que incluyen proliferación, 
apoptosis, diferenciación, angiogénesis, invasión y motilidad celular. Muchos de los genes diana 
de los miRNAs englobados en los tres grupos, están asociados a la ruta de Tgf-β, especialmente 
los genes diana potenciales de los miRNAs del grupo 3, sugiriendo que la regulación de esta ruta 
es vital durante la diferenciación de los linajes celulares, que dan lugar a las células del 
trofoectodermo o a las células de la masa celular interna durante las etapas más postreras del 
desarrollo preimplantacional. 
Muchos de los genes diana potenciales de los tres grupos, participan en las múltiples 
rutas de señalización donde se involucran las MAPK. Las proteínas MAPK se asocian a la proteína 
ERK, en la ruta de señalización ERK/MAPK, y también participan en la ruta de la quinasa JNK 
(SAPK/JNK) (figura 40) (Maekawa et al., 2005). La inhibición de las rutas de señalización de 
ERK/MAPK y SAPK/JNK impide el proceso de cavitación y por tanto la generación del blastocele y 
de la masa celular interna (Maekawa et al., 2005).  
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Figura 40. Rutas biológicas en las que participan los genes diana de los miRNAs agrupados por la similitud de su 
perfil de expresión.  
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Otra de las rutas de señalización que involucra muchos de los genes diana de los miRNAs 
de los tres grupos, es la ruta de señalización de ERK5. En dicha ruta la proteína ERK5, activa a la 
proteína Nur77, que es un factor de transcripción que promueve la proliferación celular. Sin 
embargo la inhibición de esta ruta metabólica no tiene efectos negativos en la viabilidad 
embrionaria (Maekawa et al., 2005). El grupo más numeroso de genes diana potenciales que 
participan en la ruta de señalización de ERK5, son regulados por los miRNAs del grupo 2. Esto 
sugiere la posible inhibición de la ruta ERK5 durante la activación del genoma cigótico. 
Por último, señalamos la participación de los genes diana potenciales de los miRNAs de 
los grupos 1, 2 y 3, durante el metabolismo del inositol fosfato. A través de la metabolización del 
inositol fosfato se genera fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), que participa en la cascada de 
señalización de PI3K/Akt. Las subunidades p85 y p110 de PI3K y la proteína Akt, se expresan en 
todas las etapas del desarrollo preimplantacional (Riley et al., 2005). La inhibición de la actividad 
de Akt tiene efectos negativos en la fisiología del blastocisto y además da lugar a un retraso en la 
eclosión (“hatching”) del blastocisto, que es imprescindible para facilitar la implantación del 
embrión en la matriz uterina (Riley et al., 2006; Riley et al., 2005). Curiosamente, ninguno de los 
potenciales genes diana de los miRNAs del grupo 3 (cuya expresión aumenta tras la MGA), 
participa en la ruta de señalización de PI3K/Akt.  
 
PERFILES DE EXPRESIÓN DE MIRNAS EN RELACIÓN CON SU ORGANIZACIÓN GENÓMICA. 
Una gran fracción de los miRNAs existentes en ratón se encuentran formando parte de 
grupos o “clusters” genómicos (Zhang et al., 2009). La funcionalidad de la agrupación de miRNAs 
en “clusters” a través del genoma está siendo objeto de gran interés (Kaczkowski et al., 2009; 
Kim et al., 2009c). Al analizar la expresión de los miRNAs se ha observado que en muchos casos 
los miRNAs que se encuentran dentro de regiones genómica de alrededor de 5 kb de longitud 
comparten un perfil similar en distintos tipos celulares. Esta observación sugería que los 
miembros de un “cluster” de miRNAs definido por las posiciones de los miRNAs, dentro de 
regiones genómicas cercanas entre sí, se procesan como una única unidad transcripcional.  
Analizamos la distribución genómica de los miRNAs sirviéndonos de las bases de datos 
disponibles (miRbase, miRanda y Targetscan) buscando aquellos miRNAs que no estuviesen 
separados por más de 5 kb de distancia, y por tanto fueran susceptibles de ser regulados 
transcripcionalmente bajo las mismas señales. A partir del análisis de 231 miRNAs expresados en 
las etapas de desarrollo embrionario preimplantacional, encontramos 43 “clusters” dentro de los 
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cuales se agrupaban por proximidad en el genoma, 147 miRNAs. Una de las agrupaciones que 
mayor número de miRNAs contenía era el “cluster” miR-467, localizado en el cromosoma 2 de 
ratón con 8 de sus miembros expresándose en nuestro sistema de estudio. Dentro de este 
“cluster” encontramos dos patrones de expresión distintos (ver tabla 2 del apéndice 1), el primer 
patrón mostraba la disminución de los valores de expresión a lo largo de la embriogénesis. En el 
segundo patrón se observaba un aumento considerable de expresión durante las últimas etapas 
del desarrollo. Estas observaciones parecían indicar que los miembros de este “cluster” estaban 
sujetos a mecanismos de regulación independientes, ya sea transcripcional o 
postranscripcionalmente.  
A pesar de que la mayoría de los “clusters” de miRNAs definidos en este apartado, 
presentan perfiles de expresión muy similares en distintas líneas celulares (Baskerville and Bartel, 
2005; Bartel, 2004), durante el desarrollo embrionario preimplantacional la expresión de los 
miembros de un “cluster” parece ser regulada de forma independiente para cada miembro (ver 
figura 41 y tabla 2 del apéndice 1). 
 
Figura 41. Perfiles de expresión de miRNAs incluidos en un mismo “cluster” jerárquico a partir de la localización 
cromosómica de los miRNAs. A pesar de su localización cromosómica, los miRNAs pertenecientes a un mismo 
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“cluster” presentaron perfiles de expresión muy distintos, sugiriendo una regulación a partir de independientes para 
la expresión de cada uno de ellos.  
 
PERFILES DE EXPRESIÓN DE MIRNAS EN RELACIÓN CON SU AGRUPACIÓN EN FAMILIAS. 
 
Se han definido como miembros de una misma familia aquellos miRNAs que tienen un 
alto grado de homología en sus secuencias y son por lo tanto susceptibles de regular 
postranscripcionalmente la expresión de los mismos mRNAs diana. En este apartado vamos a 
destacar los perfiles de expresión de los miembros de cinco familias de miRNAs, con un papel 
importante en el la regulación génica durante desarrollo embrionario preimplantacional. Los 
miembros de tres de las cinco familias tienen un perfil de expresión muy similar que nos indica 
que actuarían de forma conjunta en las mismas etapas del desarrollo, mientras que los miembros 
de dos de las familias, la familia let-7 y la familia miR-467, presentan perfiles de expresión 
diferentes sugiriendo una regulación independiente.  
Los miembros de la familia let-7 están conservados, a través de distintas especies, en 
secuencia y función. Fueron descubiertos originalmente en el nematodo C. elegans y regulan el 
período de duración de la división de células troncales embrionarias y los procesos de 
diferenciación (Abbott et al., 2005). Además, una desregulación de los miembros de la familia let-
7, provoca deficiencias en la regulación de genes involucrados en el control del ciclo y la 
diferenciación celular, desarrollándose enfermedades como el cáncer (Roush and Slack, 2008). La 
familia let-7 en ratón, está presente en múltiples copias en el genoma. Para distinguir entre 
múltiples isoformas, se coloca una letra después de let-7 indicando la existencia de variantes de 
uno de los miembros de la familia con una secuencia ligeramente diferente, mientras que la 
adición de un número al final del nombre, indica que la misma secuencia está presente en 
múltiples localizaciones dentro del genoma (figura 13). Formar parte de una misma familia no 
implica compartir la misma molécula precursora, de hecho los miembros de la familia let-7 se 
originan a partir de precursores localizados en distintas posiciones dentro del genoma. Mediante 
la tecnología de “arrays” de baja densidad detectamos la expresión de seis de los miembros de la 
familia let-7 durante el desarrollo preimplantacional de ratón (figura 42). 
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Figura 42. Familia de miRNAs let-7. El “mapa de calor” muestra el perfil de expresión de seis de los miembros de 
esta familia de miRNAs. Solamente uno de sus miembros, let-7a, fue detectado durante todas las etapas del 
desarrollo embrionario preimplantacional. La escala, en gradiente de color, representa los valores de expresión 
normalizados expresados de forma logarítmica (log2). En color gris representa falta de detección en una 
determinada etapa del desarrollo. 
 
De ellos sólo let-7a fue detectado en todas las etapas del desarrollo, mientras que el resto 
de miembros presentaron expresión única. Tres de los miembros de la familia presentaron un 
incremento de la expresión en la etapa de dos células (Figura 42). 
Otra de las familias cuyos miembros parecían ser regulados de forma independiente fue 
la familia miR-467. Dentro de esta familia encontramos algunos de los miRNAs que mayores 
niveles de transcripción presentaron en las últimas etapas del desarrollo embrionario 
preimplantacional. Detectamos expresión de siete miembros de la familia miR-467. A pesar de 
que cinco de ellos, incrementan su expresión en la etapa de mórula, observamos dos tendencias 
diferentes en la regulación de la expresión de los miRNAs de esta familia. Los miRNAs 467a*, 
466d-3p y 467b*, están presentes en el ovocito maduro, aumentan su expresión en la etapa de 
mórula y se muestran con niveles de expresión bajos en el resto de etapas. En cambio, el resto 
de miembros de la familia detectados, se expresan tras la activación del genoma cigótico, 
presentando niveles especialmente elevados tanto en ZGA como en las etapas de mórula y 
blastocisto (figura 43) 
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Figura 43. Familia miR-467. El “mapa de calor” muestra el perfil de expresión de siete de los miembros de esta 
familia de miRNAs. La escala, en gradiente de color, representa los valores de expresión normalizados expresados de 
forma logarítmica (log2). En color gris representa falta de detección en una determinada etapa del desarrollo. 
 
Los miRNAs de la familia miR-15 comparten la región de unión al mensajero (región 
“seed”), formada por los nucleótidos: UGCUGCUA. Algunos de sus miembros también comparten 
un precursor común (miR-15a/15a* y miR-15b) otros se localizan cerca del miR-15, a una 
distancia de 0.5 kb dentro del cromosoma 14 (miR-16/16*) y el último de sus miembros se 
encuentra formando parte del cromosoma 11 (miR-195). Detectamos elevada expresión de los 
miRNAs de esta familia en dos células, mórula y blastocisto (figura 44). 
 
Figura 44. Familia miR-15. El “mapa de calor” muestra el perfil de expresión de cuatro de los miembros de esta 
familia de miRNAs. La escala, en gradiente de color, representa los valores de expresión normalizados expresados de 
forma logarítmica (log2), y en color gris representa falta de detección en una determinada etapa del desarrollo. 
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La familia miR-15 parece estar relacionada con la regulación de genes implicados en  
control del ciclo celular (figuras 47 y 48), la proliferación celular y la apoptosis (Guo et al., 2009). 
Los miembros de la familia miR-30 (a excepción de miR-30d) fueron detectados durante 
todas las etapas del desarrollo embrionario preimplantacional de ratón, presentando elevada 
expresión desde ovocito hasta mórula y reduciéndose considerablemente su expresión en 
blastocisto (figura 45).  Los miRNAs de esta familia se originan a partir de moléculas precursoras 
situadas en distintos cromosomas. 
Un elevado número de genes diana potenciales de los miRNAs de la familia miR-30, se 
involucran en la regulación de la expresión génica y en desarrollo y proliferación celular (figura 
47). 
 
 
Figura 45. Familia miR-30. El “mapa de calor” muestra el perfil de expresión de siete de los miembros de esta familia 
de miRNAs. La escala, en gradiente de color, representa los valores de expresión normalizados expresados de forma 
logarítmica (log2), y en color gris representa falta de detección en una determinada etapa del desarrollo. 
 
La última de las familias analizadas es la familia de miR-290-295 (figura 46). Reúne once 
miembros que se originan a partir de un precursor primario común (pri-microRNA de tipo 
policistrónico) lo que indicaría una regulación conjunta  a nivel transcripcional de estos miRNAs. 
Dado que se generan a partir de una misma región cromosómica se han considerado dentro de 
un mismo “cluster”, sin embargo en el presente trabajo nos referiremos a ellos como familia ya 
que además de su localización cromosómica comparten homología en sus secuencias. 
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La familia miR-290-295 por sí sola constituye más del 70% de la cantidad total de miRNAs 
en células madre embrionarias (Marson et al., 2008) y la expresión de sus miembros está 
directamente relacionada con el grado de diferenciación celular (Wang and Blelloch, 2009) 
(figura 47). 
 
Figura 46. Familia miR-290-295. El “mapa de calor” muestra el perfil de expresión de los miembros de esta familia 
de miRNAs. La escala, en gradiente de color, representa los valores de expresión normalizados expresados de forma 
logarítmica (log2), y en color gris representa falta de detección en una determinada etapa del desarrollo. 
 
Durante el desarrollo embrionario preimplantacional observamos una acumulación de los 
miembros de la familia mir-290-295 a partir de la etapa de cigoto, aumentando progresivamente 
hasta la etapa de blastocisto (figura 46). El análisis de la expresión de los miembros de esta 
familia se validó mediante RT-qPCR, utilizando sondas de hidrólisis tipo Taq-Man® con una alta 
correlación de los datos obtenidos mediante ambas técnicas (r2= 0.81/ pvalor 0.001) (ver tabla 3 
del apéndice 1). La diferencia de expresión entre los miembros de esta familia suscita incógnitas 
acerca de la biogénesis de todos estos miRNAs a partir de una misma molécula precursora. 
Encontrar repuesta a cómo se generan esas diferencias de expresión entre los miembros de esta 
familia podría ayudarnos a profundizar en el conocimiento del proceso de biogénesis de los 
miRNAs. 
 Tras analizar las funciones y las rutas metabólicas donde participan los genes diana 
potenciales de las familias estudiadas, observamos cómo muchos de estos genes se asocian a 
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procesos de desarrollo y regulación de la expresión génica. Especialmente los genes diana 
potenciales de las familias miR-30 y miR-290-295 (figura 47).  
Curiosamente, los genes diana de la familia del miR-467 están altamente relacionados con 
trastornos genéticos y del desarrollo (figura 47). Por ejemplo, el síndrome de Loeys-Dietz (LDS) 
(Breckpot et al., 2010; Muramatsu et al., 2010) que se caracteriza por aneurisma arterial 
cerebral, torácica y abdominal así como por anomalías esqueléticas, se asocia a mutaciones del 
gen Tgfbr1. Este gen, es diana potencial de los miRNAs de la familia miR-467. Otro de los genes 
regulados por los miRNAs de la familia miR-467 es Pclo. La desregulación de la expresión de este 
gen, así como variaciones polimórficas en su secuencia se asocian con desórdenes bipolares 
(Choi et al., 2011). 
Dentro de los genes diana potenciales de los miembros de la familia let-7 y miR-30 
encontramos ciclinas (ciclina A2 y Cdc34), quinasas (como Stk6 y Stk12 que participan en la 
regulación del ciclo celular y la expresión génica), integrinas (Itgb3) y ubiquitinas (como Ubc9 
implicadas en la auto-renovación y la supervivencia celular (Yu et al., 2010)). Estos genes tienen 
importantes funciones en el control del ciclo celular y su desregulación se asocia a patologías 
como el cáncer (figuras 47 y 48). Ambas familias parecen tener funciones similares promoviendo 
la diferenciación celular y siendo potenciales reguladores  de lin-28 (Zhong et al., 2010).  
Al realizar la búsqueda de genes diana de cada una de las familias estudiadas, observamos 
cómo la región semilla (“seed”) de la familia miR-467 y de la familia miR-290-295 compartían los 
nucleótidos “AAGUGC”. Curiosamente ambas familias se encuentran altamente expresadas 
durante las últimas etapas del desarrollo embrionario preimplantacional. También sus genes 
diana potenciales parecen estar implicados en los mismos procesos biológicos (Figuras 47) y las 
mismas rutas metabólicas (figura 48). 
Por otra parte, factores de transcripción implicados en el mantenimiento de la 
pluripotencia, específicos de células troncales embrionarias como Sox2, Oct4 o Nanog se unen a 
las regiones promotoras del precursor de la familia miR-290-295 (Card et al., 2008) (Marson et 
al., 2008). De hecho, los miembros de esta familia de miRNAs han sido incorporados, junto con 
otros miRNAs, dentro del grupo EEmiRC (“Early Embryonic miRNA cluster) (Houbaviy et al., 2005; 
Tata et al., 2011).  
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Figura 47. Procesos biológicos en los que participan los genes diana de los miRNAs agrupados por su pertenencia a 
una misma familia génica. La función biológica de cada uno de los genes diana fue estimada a partir de la actividad 
funcional de las proteínas que codifican. La participación de los genes diana en cada proceso biológico es evaluada 
mediante la prueba de probabilidad “right-tailed” de Fisher. Se eligieron p-valores menores de 0,01 y para su 
representación se optó por transformarlos a escala logarítmica. 
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Figura 48. Rutas metabólicas en las que participan los genes diana de los miRNAs agrupados por su pertenencia a 
una misma familia génica. La función biológica de cada uno de los genes diana fue estimada a partir de la actividad 
funcional de las proteínas que codifican. La participación de los genes diana en cada proceso biológico es evaluada 
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mediante la prueba de probabilidad “right-tailed” de Fisher. Se eligieron p-valores menores de 0,01 y para su 
representación se optó por transformarlos a escala logarítmica. 
El análisis de las familias de miRNAs durante el desarrollo embrionario preimplantacional 
sugiere la existencia de una regulación conjunta de los miembros de una misma familia que a su 
vez, parece ser independiente de su localización dentro del genoma.  
 
LOCALIZACIÓN DE MIR-295 EN LAS ETAPAS DEL DESARROLLO PREIMPLANTACIONAL DE RATÓN. 
Al igual que el resto de integrantes del grupo de EEmiRC, los miRNAs de la familia miR-
290-295 aumentan su expresión en las últimas etapas del desarrollo embrionario 
preimplantacional, y parecen jugar un papel fundamental en los eventos de proliferación y 
diferenciación celular (figura 48), que ocurren entre las etapas de mórula y blastocisto (Houbaviy 
et al., 2003; Wang et al., 2008a; Judson et al., 2009).  
Sus miembros han sido involucrados en la regulación de la auto-renovación propia de las 
células troncales embrionarias, lo que podría ser indicativo de una función específica en cada 
uno de los linajes celulares que integran el blastocisto. Para profundizar en esta idea, estudiamos 
la localización de uno de los miembros de la familia miR-290-295 a través del desarrollo 
embrionario preimplantacional. Un patrón de localización preferente en la masa celular interna 
podría estar relacionado con el mantenimiento de un estado de pluripotencialidad, necesario 
para generar la segregación de los linajes celulares que tendrá lugar durante la etapa de 
blastocisto tardío. Seleccionamos el miR-295 para analizar en detalle su localización durante las 
distintas etapas del desarrollo embrionario preimplantacional, mediante la técnica de hibridación 
in situ e in toto con sondas de RNA modificadas con LNAs (ver material y métodos).  
La elección de mmu-miRNA-295 se debió a su elevada expresión durante las etapas del 
desarrollo estudiadas, especialmente en mórula y blastocisto. Los resultados mostraban que la 
distribución de miR-295 era homogénea en la masa celular interna y el trofoectodermo (ver 
figura 49), observándose mayor señal en las intersecciones celulares de ambos linajes celulares. 
La localización de miR-295 no parece indicar una actividad preferencial de este miRNA dentro de 
la masa celular interna del blastocisto respecto a las células del trofoectodermo. Esto podría 
indicar el mantenimiento de la pluripotencialidad de las células del trofoectodermo, sugiriendo 
que el proceso de diferenciación celular que se inicia en mórula, se dilata a las primeras fases de 
maduración blastocitaria. 
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Figura 49. Hibridación in situ e in toto para localizar la ubicación del miR-295 durante  las etapas del desarrollo 
embrionario preimplantacional mediante una sonda modificada por LNAs. A) En la imagen se muestra el resultado 
de la hibridación in situ en un blastocisto en situación de eclosión fuera de la zona pelúcida frente a un control 
negativo. B) Análisis detallado de la localización del miR-295. Encontramos señal dispersa tanto en la masa celular 
Biogénesis y expresión de microRNAs durante el desarrollo embrionario preimplantacional de ratón. 
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interna como en las células del trofoectodermo. La línea discontinua amarilla señala el límite donde se localizan las 
células de la masa celular interna mientras que las flechas rojas señalan las células del trofoectodermo. 
ANÁLISIS DE LOS RNAS REGULADORES DE PEQUEÑO TAMAÑO EN LA FECUNDACIÓN, MEDIANTE 
SECUENCIACIÓN MASIVA. 
 Mediante la aproximación de RT-qPCR en “arrays” multifluídicos y sondas Taq-Man®, 
hemos evaluado el panorama global de expresión de la mayor parte de los miRNAs identificados 
en ratón, durante las etapas de desarrollo y diferenciación de ovocito a blastocisto. Entre estas 
etapas el cambio biológico más clave sucede durante la fecundación del ovocito por el 
espermatozoide y la generación del genoma cigótico a través de la fusión del material genético 
portado por cada gameto. 
 El abordaje experimental aportado anteriormente nos ofrece un amplio y detallado 
conocimiento sobre la participación de los miRNAs durante la embriogénesis temprana. Sin 
embargo, con el fin de profundizar y ampliar ese conocimiento durante la fase clave de 
formación del cigoto, hemos llevado a cabo un análisis en profundidad del panorama global y 
completo de los RNAs no codificantes de pequeño tamaño durante la transición entre las etapas 
de ovocito y cigoto. Ello incluye los miRNAs conocidos y los de posible nueva predicción, sus 
distintas variantes, modificaciones o isoformas, pero también otros RNAs no considerados 
previamente en este trabajo, pero de indudable interés y potencialidad futuro en la regulación 
del proceso embrionario temprano, como son los piRNAs y los endo-siRNAs. Ello ha sido posible 
en base al desarrollo y accesibilidad de los nuevos métodos de secuenciación masiva. 
 Al estricto control de la expresión de los genes codificantes de proteínas y el reemplazo 
de los mRNAs de origen materno, se añade la regulación de elementos móviles activos en la 
diferenciación terminal de ambos gametos, tras la unión de ellos en la fecundación y la 
activación del genoma cigótico recién formado. Los piRNAs y los endo-siRNAs son RNAs de 
pequeño tamaño cuya función está principalmente destinada a la protección del genoma, 
evitando la transposición de los elementos móviles y de este modo salvaguardando la integridad 
del mismo. Ambos elementos comparten mecanismo de acción con los miRNAs, siendo capaces 
de unirse a los elementos móviles que regulan, mediante la complementariedad de su secuencia 
con la del elemento móvil regulado. Además, los endo-siRNAs se generan a partir del 
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procesamiento, por medio de Dicer, de moléculas de dsRNA de mayor tamaño, llevando a cabo 
su función interferente a través de la participación de la proteína Ago2.  
 Por su parte, los piRNAs se habían descrito como específicos de la línea germinal 
masculina, donde se encargan de evitar la transposición de los elementos móviles. En parte, su 
asociación a la línea germinal masculina se basa en el análisis de las proteínas de la subfamilia 
Piwi. El hecho de que los mutantes nulos para los genes de la subfamilia Piwi causen infertilidad 
masculina pero no afecten al desarrollo ni la fertilidad de las hembras portadoras de la mutación 
(Klattenhoff and Theurkauf, 2008), unido a que no se detecte expresión de los genes de la 
subfamilia Piwi durante el desarrollo embrionario preimplantacional, podría llevar a pensar que 
los piRNAs tienen un papel menos importante durante la ovogénesis y la embriogénesis 
temprana. Sin embargo, distintos autores han descrito la existencia de estos elementos 
reguladores en ovocito (Tam et al., 2008; Watanabe et al., 2008), pudiendo existir elementos 
capaces de suplir la función de las proteínas de la subfamilia Piwi durante el desarrollo 
embrionario temprano.  
 Para ello, mediante la técnica de secuenciación masiva, analizamos y definimos 
poblaciones de RNA de pequeño tamaño no codificantes en las etapas de ovocito y cigoto, 
prestando especial atención a la existencia de variantes, dentro de la población de miRNAs 
conocidos, como posible mecanismo regulador de la función de los miRNAs. Así, 960 ng de RNA 
total extraído a partir de ovocitos y 1,6 µg de RNA total extraído de cigotos, fueron usados para 
caracterizar las poblaciones de RNA de pequeño tamaño según los protocolos descritos en el 
apartado de material y métodos  
 Tras la secuenciación, se eliminaron de todas las secuencias obtenidas, aquellas que 
correspondían a los adaptadores. A continuación se clasificaron las secuencias mediante su 
alineamiento masivo con las bases de datos: miRBase, base de datos de piRNAs (Pang et al., 
2005), base de datos de rasRNA sense y rasRNA antisense (Yang et al., 2010), una base de datos 
de snoRNA,  ncRNA, Rfam y Refseq, mediante un análisis secuencial bioinformático diseñado en 
nuestro laboratorio y que se ilustra en la figura 12. 
 Aquellas secuencias que no alinearon con ninguna de las secuencias incluidas en las bases 
de datos, fueron usadas para buscar nuevos miRNAs. La predicción de nuevos microRNAs se 
realizó mediante el software informático miRDeep (Friedlander et al., 2008; Yang et al., 2010), el 
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cual a través de algoritmos matemáticos, utiliza un modelo probabilístico para evaluar la 
biogénesis del miRNA predicho teniendo en cuenta su localización genómica y la estructura 
secundaria del precursor. Los RNAs que tras el alineamiento con las distintas bases de datos y la 
predicción de nuevos miRNAs no pudieron ser clasificados se agrupan bajo el nombre de RNA sin 
clasificar. Aunque pudimos clasificar otros tipos de RNA de pequeño tamaño, nuestro análisis se 
centró en caracterizar las poblaciones de miRNAs, piRNAs y endo-siRNAs.   
 A la hora de ilustrar los resultados obtenidos siguiendo el diagrama de trabajo mostrado 
en la figura 12, es necesario acuñar una terminología que nos ayude a clasificar la información 
que se adquiere mediante la metodología de secuenciación masiva. Dado que dicha tecnología 
ofrece información tanto a nivel de secuencia como del número de veces que está presente cada 
secuencia, creímos necesario distinguir entre los dos tipos de información. Así, cada una de las 
secuencias leídas por el secuenciador se agrupó bajo el término de “secuencias diferentes”, y el 
número de veces que se leyó cada una de estas “secuencias diferentes”, se han denominado 
como “número de moléculas secuenciadas”. A partir de este momento nos referiremos a los 
datos obtenidos mediante secuenciación masiva empleando esta terminología. 
 En primer lugar, desglosamos la información obtenida del secuenciador, estudiando la 
distribución de secuencias diferentes en función de su tamaño. Como se observa en la figura 50 
los dos tipos celulares estudiados (ovocito y cigoto), presentan un perfil de distribución de 
secuencias muy similar, lo que en principio sugeriría que el patrón observado en cigoto es 
básicamente consecuencia de la aportación materna (a través del ovocito). Las secuencias más 
abundantes tanto en ovocito como en cigoto eran aquellas que presentaban una longitud de 22 
nucleótidos, seguidas por las secuencias con 21 nucleótidos de longitud. Dentro de las moléculas 
con una longitud entre 21 y 22 nucleótidos se agrupan fundamentalmente las poblaciones de 
miRNAs y endo-siRNAs (Zhou et al., 2009a), por lo que en principio se podría pensar que ambos 
tipos de RNA de pequeño podrían sustentar la regulación génica mediante fenómenos de 
interferencia de RNA durante las etapas de ovocito y cigoto. 
Resultados 
 135 
 
Figura 50. Distribución de secuencias en relación a su tamaño.  
Aproximadamente el 28% de las secuencias encontradas en cada una de las muestras no 
pudieron ser clasificadas bajo ninguna de las categorías de RNAs de pequeño tamaño conocidas 
(tabla 3). Además, entre el 15 y 16% de las secuencias clasificadas tanto en ovocito como en 
cigoto se podrían considerar como productos de la degradación de mRNAs. El 57% de secuencias 
restantes son un grupo muy heterogéneo formado por miRNAs, RNAs de pequeño tamaño 
asociados a elementos altamente repetidos del genoma y RNAs agrupados bajo el nombre de 
“Otros RNAs no codificantes” donde encontramos fundamentalmente snoRNAs, snRNAs, rRNAs y 
tRNAs. Las secuencias de pequeño tamaño que fueron clasificadas como mRNA degradado y las 
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secuencias no clasificadas conforman un grupo numeroso de secuencias en ambas muestras, y 
sin embargo representaban menos del 15% del total de moléculas secuenciadas (tabla 3).  
Tabla 3. Clasificación de las poblaciones de RNA obtenidas como producto de la secuenciación masiva. 
 OVOCITO CIGOTO 
Clasificación Secuencias diferentes Nº de moléculas 
secuenciadas 
Secuencias diferentes Nº de moléculas 
secuenciadas 
mRNA 15,84% 232.309 3,73% 2.000.540 16,43% 274.651 4,31% 2.284.614 
miRNAs 1,40% 20.688 4,52% 2.421.291 1,40% 23.408 5,34% 2.835.968 
miRNA 
predichos 0,02% 324 0,01% 2.792 0,03% 499 0,01% 3.491 
rasRNAs 48,89% 716.616 76,15% 40.830.858 48,58% 812.215 76,94% 40.828.397 
Otros RNAs 
no 
codificantes 
5,69% 83.458 5,56% 2.983.596 5,64% 94.270 5,24% 2.781.619 
RNA sin 
clasificar 28,15% 412.766 10,03% 5.377.349 27,93% 466.901 8,16% 4.330.899 
TOTAL 100% 1.466.161 100% 53.616.426 100% 1.671.944 100% 53.064.988 
 
 Los RNAs de pequeño tamaño más representados tanto en número de secuencias como 
en expresión de las mismas, fueron aquellos asociados a elementos altamente repetidos del 
genoma, agrupados bajo el nombre de “rasRNAs” (“repeat associated small RNAs”). Este tipo de 
RNAs de pequeño tamaño representan el 48% del total de secuencias diferentes, y casi el 80% 
del total de moléculas secuenciadas (tabla 3). Dentro de este grupo encontramos piRNAs 
anotados en las bases de datos, y piRNAs y endo-siRNAs de nueva predicción. La predicción de 
estos dos tipos de RNAs reguladores de pequeño tamaño, se realizó utilizando los criterios 
descritos previamente (Tam et al., 2008; Watanabe et al., 2008), y partiendo de los resultados 
obtenidos tras el alineamiento de las secuencias con las bases de datos de “rasRNA sense” y 
“rasRNA antisense” (figura 51). 
 Las poblaciones de piRNAs y endo-siRNAs representan aproximadamente el 50% del total 
de moléculas secuenciadas, lo que sugiere una importante actividad funcional de estos RNAs 
reguladores durante las etapas de ovocito y cigoto. A pesar de que los piRNAs es un grupo 
poblacional con pocas secuencias diferentes, dichas secuencias conformaban aproximadamente 
un 25% del total de moléculas secuenciadas en ovocito, siendo estos datos muy similares en 
cigoto (figura 51 y tabla 4). Por su parte la población de endo-siRNAs era más heterogénea que la 
de piRNAs, presentando un mayor número de secuencias diferentes en ambas muestras, pero 
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con un número de moléculas secuenciadas muy similar a la población de piRNAs (figura 51 y 
tabla 4). 
 Estos datos contrastan con la baja representación que tiene la población de miRNAs tanto 
en número de secuencias diferentes como en número de moléculas secuenciadas  (figura 51 y 
tabla 4).  
 
Figura 51. Diagramas de sectores mostrando las poblaciones de RNA encontradas en ovocito y cigoto.  
 Lo primero que llama la atención de la población de miRNAs, son las más de 20.000 
secuencias diferentes clasificadas como miRNAs, ya que en la base de datos miRBase (versión 16) 
están descritos solamente 672 miRNAs en ratón. Para explicar esto, debemos comparar los 
criterios que hemos empleado durante el alineamiento de las secuencias obtenidas mediante 
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secuenciación masiva, con aquello utilizados para obtener las secuencias que están anotadas en 
base de datos miRBase (figura 12). En primer lugar, los alineamientos de las secuencias obtenidas 
mediante secuenciación masiva se realizan contra las secuencias de pre-microRNAs existentes en 
dicha base de datos, en lugar de hacerlo solamente contra las secuencias de las formas maduras. 
De este modo permitimos que el alineamiento se pueda producir en cualquier región dentro de 
la molécula precursora.  
 Además, en base a la existencia de mecanismos postranscripcionales capaces de 
introducir modificaciones en las secuencias de los miRNAs (como por ejemplo aquellos en los 
que participan las proteínas de la familia ADAR), admitimos hasta tres errores en el alineamiento 
con las secuencias de las bases de datos. Así, además de obtener información de los 
denominados “miRNAs canónicos”, hemos clasificado las secuencias obtenidas en otras cuatro 
categorías principales, en función de la existencia de errores de apareamiento con las secuencias 
de la base de datos (“Variantes de IsomiRs” y “Variante de Precursor) o bien en función de la 
existencia de variaciones en la longitud de nuestras secuencias con aquellas que están anotadas 
como canónicas en la base de datos (“IsomiRs” y “Precursor”) (tabla 4 y figura 14).  
Tabla 4. Clasificación de RNAs reguladores de pequeño tamaño. 
 Ovocito Cigoto 
Clasificación Secuencias diferentes Nº de moléculas 
secuenciadas 
Secuencias diferentes Nº de moléculas 
secuenciadas 
miRNAs 1,40% 20.688 4,52% 2.421.291 1,40% 23.408 5,34% 2.835.968 
miRNAs 
canónicos 
1,23% 255 9,28% 224.663 1,23% 288 9,26% 262.650 
IsomiRs 10,33% 2.138 61,01% 1.477.286 9,64% 2.257 60,39% 1.712.771 
Precursor 4,38% 907 5,58% 135.151 4,23% 990 5,50% 156.032 
Variantes de 
IsomiRs 
53,71% 11.112 19,64% 475.574 53,39% 12.497 18,24% 517.405 
Variante de 
precursor 
30,34% 6.276 4,49% 108.617 31,51% 7.376 6,60% 187.110 
rasRNAs 48,89% 716.616 76,15% 40.830.858 48,58% 812.215 76,94% 40.828.397 
piRNAs 7,92% 116.171 24,98% 13.391.312 10,32% 172.497 21,66% 11.492.342 
endo-siRNAs 16,07% 235.624 23,48% 12.587.882 18,40% 307.604 20,16% 10.698.093 
Otros rasRNAs 24,88% 364.821 27,70% 14.851.664 19,86% 332.114 35,12% 18.637.961 
 Así, la categoría que presentó el menor número de secuencias diferentes y también el 
menor número de moléculas secuenciadas, fue sorprendentemente la de miRNAs considerados 
Resultados 
 139 
como canónicos. Muchas secuencias quedaron clasificadas bajo los términos de “Variantes de 
IsomiRs” y “IsomiRs”, reflejando una enorme heterogeneidad dentro de las secuencias de la 
población de miRNAs, y la existencia de mecanismos de procesamiento laxos capaces de generar 
diferentes formas de miRNAs, a partir de un mismo precursor. 
 Una vez clasificadas las poblaciones de RNA de pequeño tamaño, profundizamos en el 
estudio de tres de ellas por su posible relevancia en la regulación génica mediante mecanismos 
de interferencia de RNA. Estas poblaciones fueron: miRNAs, piRNAs y endo-siRNAs. En los 
siguientes apartados se va a llevar a cabo el estudio por separado de estas tres poblaciones de 
RNAs. 
MIRNAS IDENTIFICADOS EN OVOCITO Y CIGOTO. 
 A la vista de los resultados, los miRNAs constituyen la población menos numerosa dentro 
de los RNAs reguladores de pequeño tamaño en ovocito y cigoto. Apenas fueron clasificadas 
como miRNA aproximadamente 20.000 secuencias en ovocito y cigoto. Esto indicaría que la 
mayoría de las secuencias diferentes de tamaño comprendido entre 20 y 21 nucleótidos, que 
observábamos en el análisis de la distribución de secuencias en relación con su tamaño (figura 
41), no son miRNAs.  
Por otra parte, la clasificación de la población de miRNAs mostrada en la tabla 5A, pone 
de manifiesto la preponderancia de formas no canónicas tanto en ovocito como en cigoto. Dicha 
preponderancia llamó nuestra atención hasta el punto de profundizar en el estudio de las 
secuencias clasificadas como IsomiRs, Precursor, Variantes de IsomiRs y Variantes de Precursor. 
Las variaciones de secuencia que afectan a las moléculas de miRNAs se han agrupado 
dentro de las categorías “Variantes de IsomiRs” y “Variantes de precursor”. Pueden tener su 
origen, bien en modificaciones postranscripcionales de las moléculas precursoras, o bien estar 
presentes en el genoma como polimorfismos del tipo SNP. Discernir el origen de tales 
variaciones, requiere un análisis complejo que podría ser abordado en el futuro para todas 
aquellas modificaciones que tuvieran un papel específico en la funcionalidad de los miRNAs. 
Las categorías “IsomiRs” y “Precursor”, agrupan formas maduras de miRNA cuyo 
alineamiento con las formas pre-microRNAs existentes en la versión 16 de la miRBase reportó 
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una identidad del 100%. Sin embargo, las formas maduras agrupadas bajo ambas categorías bien 
no poseían la misma longitud (en nucleótidos) que las formas maduras canónicas (IsomiRs) o 
bien, su alineamiento estaba desplazado hasta 5 nucleótidos hacia 3´o 5´, en relación con la 
región dónde se localiza la secuencia considerada canónica (“Precursor”) (figura 14). 
Con el objetivo de caracterizar las secuencias incluidas en cada una de las cuatro clases 
descritas, dividimos el resultado del alineamiento en 18 subclases como se muestra en la figura 
14. Dicha subdivisión nos informa acerca de la longitud y la posición del alineamiento de la 
secuencia obtenida mediante secuenciación masiva, respecto a la posición del miRNA canónico 
dentro del pre-microRNA, y nos permite evaluar la biogénesis de los miRNAs detectados, ya que 
las distintas subclases son el reflejo de los mecanismos de procesamiento llevados a cabo, en 
primer lugar por el “complejo microprocesador” (formado por Drosha y Dgcr8), y en segundo 
lugar por Dicer y otras proteínas como ADAR capaces de modificar postranscripcionalmente las 
formas precursoras de los miRNAs. 
La subclase donde observamos un mayor número tanto de secuencias diferentes fue la de 
“Precursor variante”, tanto en ovocito como en cigoto (tabla 5B). Sin embargo, en cuanto a 
número de moléculas secuenciadas, la categoría más representada fue la de “miRNA variante” 
en ambas muestras.  
Esto sugiere bien un alto número de polimorfismos tipo SNP en las regiones genómicas a 
partir de las cuales se generan los miRNAs, o bien una gran actividad de mecanismos 
postranscripcionales capaces de generar variantes de secuencia en ovocito y cigoto.  
Otro de los objetivos que nos planteamos al inicio del análisis mediante secuenciación masiva, 
fue la búsqueda de nuevas moléculas de RNA reguladoras de pequeño tamaño, especialmente 
miRNAs de nueva predicción. De este modo, aquellas secuencias que no pudieron ser clasificadas 
tras el alineamiento con las distintas bases de datos, fueron utilizadas para la predicción de 
nuevas moléculas de miRNAs (figura 12). De ellas, 324 secuencias diferentes fueron predichas 
como nuevos miRNAs en ovocito, mientras que para el caso de cigoto se predijeron 499 miRNAs 
nuevos (tabla 5A). Sin embargo, el número de moléculas secuenciadas de estos miRNAs de nueva 
predicción fue muy bajo.  
Tabla 5. Clasificación de miRNAs. A) La tabla muestra las cinco clases: miRNAs canónicos, IsomiRs, Precursor, 
Variantes de IsomiRs y Variantes de precursor, en las que se han agrupado las secuencias identificadas como 
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miRNAs. B) Las cinco grandes clases mostradas en la parte A de la presente tabla fueron subdivididas en 18 
categorías atendiendo a los resultados del alineamiento (figura 14). 
     A Ovocito Cigoto 
 Secuencias 
diferentes 
Nº de moléculas 
secuenciadas 
Secuencias diferentes Nº de moléculas 
secuenciadas 
miRNAs 1,40% 20.688 4,52% 2.421.291 1,40% 23.408 5,34% 2.835.968 
miRNAs 
canónicos 
1,23% 255 9,28% 224.663 1,23% 288 9,26% 262.650 
IsomiRs 10,33% 2.138 61,01% 1.477.286 9,64% 2.257 60,39% 1.712.771 
Precursor 4,38% 907 5,58% 135.151 4,23% 990 5,50% 156.032 
Variantes 
de IsomiRs 
53,71% 11.112 19,64% 475.574 53,39% 12.497 18,24% 517.405 
Variante de 
precursor 
30,34% 6.276 4,49% 108.617 31,51% 7.376 6,60% 187.110 
miRNAs de 
nueva 
predicción 
0,02% 324 0,01% 2.792 0,03% 499 0,01% 3.491 
 
B Ovocito Cigoto 
Clasificación Secuencias 
diferentes 
Nº de moléculas 
secuenciadas 
Secuencias 
diferentes 
Nº de moléculas 
secuenciadas 
miRNA canónico 177 215.964 206 254.395 
miRNA variante 1.021 1.030.778 1.061 1.137.735 
miRNA sub 2.064 57.414 2.467 64.895 
miRNA súper 393 89.544 431 96.711 
miRNA sub/súper 2.411 79.553 2.771 87.294 
miRNA sub variante 330 309.426 343 433.025 
miRNA súper 
variante 
4.855 285.564 5.333 308.932 
miRNA sub/súper 
variante 
1.115 44.582 1.225 48.253 
Precursor 907 135.151 990 156.032 
Precursor variante 6.276 108.617 7.376 187.110 
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miRNA* canónico 78 8.699 82 8.255 
miRNA* variante 235 18.429 251 19.551 
miRNA* sub 78 780 94 961 
miRNA* súper 102 11.941 106 12.189 
miRNA* sub/súper 189 2.263 214 2.427 
miRNA* sub 
variante 
57 17.168 65 13.560 
miRNA* súper 
variante 
326 4.593 320 3.916 
miRNA* sub/súper 
variante 
74 825 73 727 
Total 20.688 2.421.291 23.408 2.835.968 
 
MIRNAS CANÓNICOS FRENTE A SUS VARIANTES. 
Tras clasificar las secuencias identificadas como miRNAs en diferentes clases y subclases, 
y obtener una visión general del procesamiento de las moléculas precursoras de miRNAs, 
quisimos evaluar las diferencias de expresión entre las poblaciones de miRNAs detectadas antes 
y después de la fecundación. 
Para llevar a cabo un análisis de la expresión de las secuencias diferentes detectadas en 
ovocito y cigoto, necesitábamos obtener un factor normalizador capaz de equiparar los 
resultados de la secuenciación en ambas muestras. Dicho factor normalizador se obtiene a partir 
del número total de moléculas secuenciadas que se han detectado en cada una de las muestras. 
Los factores de normalización se obtuvieron mediante el empleo de la herramienta DESeq 
contenida en el paquete bioinformático R y se procedió como se describe en el apartado de 
material y métodos. Los datos de expresión que se muestran a partir de este punto, son el 
resultado de dicha normalización. 
 Entre los miRNAs más expresados encontramos miembros de las familias let-7, miR-30 y 
miR-3471 (tablas 4 y 5 del apéndice). Los miembros de las dos primeras familias están asociados 
a procesos de diferenciación y desarrollo. Ambas familias han sido previamente analizadas en el 
presente trabajo. Los dos miembros de la familia mir-3471 (miR-3471-1 y miR-3472-2) se generan 
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a partir precursores distintos localizados en el cromosoma 4 de ratón, separados por siete 
megabases y en cadenas opuestas. Se desconoce la posible funcionalidad de los miembros de 
esta familia pero han sido identificados durante la foliculogénesis en ovarios de ratones recién 
nacidos (Ahn et al., 2010). 
 Entre las formas maduras más expresadas en ambas muestras encontramos los 
microRNAs, miR-182 y miR-21. El miR-182 parece estar asociado al control del ciclo celular y la 
proliferación celular (Hanke et al., 2010; Zhang et al., 2011b), mientras que el miR-21 parece 
participar junto con Stat-3 en la inhibición de la apoptosis durante el desarrollo embrionario 
preimplantacional (Shen et al., 2009). 
Nuevamente observamos una escasa representación de secuencias correspondientes a 
los miRNAs canónicos, incluso dentro de los miRNAs más expresados (tablas 4 y 5). También 
encontramos una baja representación de formas “miRNA variante” dentro de la población de 
miRNAs más expresados. Ambas observaciones sugieren que las modificaciones que afectan a las 
secuencias de los miRNAs parecen influir negativamente sobre la expresión de los mismos, 
mientras que las variantes: sub; súper y sub/súper, que conservan intacta la identidad de su 
secuencia, parecen estar favorecidas respecto a las anteriores. 
 Al representar la expresión de los miRNAs detectados en ovocito y cigoto, formas 
canónicas y no canónicas, mediante “mapas de calor”, observamos un perfil de expresión casi 
idéntico de las formas maduras en ambas muestras, incluso tras clasificarlas en cada una de las 
18 sub-categorías (figura 52). Dicha observación sugiere la existencia de un procesamiento (bien 
por el complejo microprocesador o bien por Dicer), específico para cada miRNA durante su 
biogénesis. Curiosamente, el procesamiento observado en ovocito y cigoto no parece favorecer 
la biogénesis de las formas canónicas. Este resultado comparativo también es un indicador sólido 
de la reproducibilidad y validez del análisis que hemos desarrollado al reflejarse tal similitud de 
perfil en dos tipos celulares en los que se espera esos niveles de semejanza global. 
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Figura 52. “Mapas de calor” que representan la expresión de los miRNAs detectados en ovocito y cigoto mediante 
la tecnología de secuenciación masiva. El “mapa de calor” muestra una imagen global de la expresión de los 518 
miRNAs detectados en ovocito y cigoto. La escala, en gradiente de color, representa los valores de expresión 
normalizados expresados de forma logarítmica (log2). Los miRNAs se ordenaron alfabéticamente en ovocito y cigoto, 
de modo que los mismos miRNAs ocupan idéntica posición en una y otra muestra.  
Con el objetivo de profundizar en el estudio de este sorprendente patrón de expresión 
detectado en ovocito y cigoto, analizamos las familias de miRNAs cuyos miembros estaban más 
altamente expresados en ovocito y cigoto. Elegimos familias de miRNAs en lugar de miRNAs 
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concretos, para poder evaluar el procesamiento de Dicer sobre moléculas precursoras con 
homología de secuencia. De esta forma buscábamos identificar la existencia de un patrón de 
procesamiento común dentro de los miembros de una misma familia. 
 Las familias elegidas para tal análisis fueron: let-7, miR-30, miR-3471 y miR-465. El patrón 
de procesamiento de las moléculas precursoras de los miembros de cada una de estas cuatro 
familias fue también idéntico (figura 53). Aunque las formas maduras predominantes en todas 
estas familias fueron las denominadas “miRNA sub”, existen diferentes patrones de 
procesamiento para cada familia.  
 
Figura 53. “Mapa de calor” de las familias let-7, miR-30, miR-3470 y miR-465. La escala, en gradiente de color, 
representa los valores de expresión normalizados expresados de forma logarítmica (log2). 
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 A la vista de los resultados, parece existir un procesamiento de las moléculas precursoras, 
específico para cada miRNA. Además, las formas canónicas están muy poco representadas 
respecto a las no canónicas. Esto genera incógnitas como: ¿las moléculas de miRNAs no 
canónicas son funcionales?. De ser funcionales ¿actuarían del mismo modo que las moléculas 
canónicas?; ¿la generación de formas maduras no canónicas interfiere en la propia función de los 
miRNAs?; ¿Es posible que la modificación de formas canónicas actúe como mecanismo regulador 
del silenciamiento génico mediado por miRNAs? 
 Estas cuestiones deberán ser abordadas en un futuro, para una mejor caracterización de 
la biogénesis de miRNAs y su función, no solo en este modelo biológico, sino en otros; 
especialmente cuando se evalúe su alteración en circunstancias patológicas o asociadas a 
procesos de diferenciación. 
PREDICCIÓN DE NUEVOS MICRORNAS. 
Mediante la herramienta bioinformática miRDeep, se predijo la existencia de 324 y 499 nuevos 
miRNAs en ovocito y cigoto respectivamente (tabla 5). Aquellos miRNAs predichos con mayor 
número de moléculas secuenciadas se ilustran en la tabla 6.  
 El candidato_174, localizado en el cromosoma 15, fue el más expresado en ambas 
muestras, incrementando su expresión en la etapa de cigoto. La mayoría de los miRNAs de nueva 
predicción con mayor número de moléculas secuenciadas, son de expresión cigótica (tabla 6). 
Una predicción estructural de la molécula precursora de este candidato se ilustra en la figura 54 
(la predicción estructural del resto de candidatos se puede observar en la figura 2 del apéndice 
1). Atendiendo a la energía necesaria para el plegamiento, la biogénesis del candidato_62, de 
expresión cigótica, estaría energéticamente muy favorecida.   
 Todas las secuencias utilizadas para la predicción de nuevos miRNAs presentaban una 
expresión muy baja respecto a la población de los miRNAs anotados en la miRBase versión 16. 
Sin embargo, en estudios futuros se profundizará acerca del posible papel regulador de estos 
miRNAs de nueva predicción. 
 Los datos obtenidos mediante secuenciación masiva de las distintas poblaciones de RNAs 
de pequeño tamaño definidas en el presente trabajo, estarán disponibles y serán de libre acceso 
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próximamente, a través de un servidor web ubicado en la página oficial del centro de 
investigaciones biológicas (cib) C.S.I.C (http://www.cib.csic.es).  
 
Tabla 6. Se muestran los miRNAs de nueva predicción que mayores niveles de expresión presentaban. Las celdas 
vacías indican ausencia de detección  
Identificador 
interno 
Secuencia 
Ovocito  
(Nº de moléculas 
secuenciadas) 
Cigoto 
 (Nº de moléculas 
secuenciadas) 
Energía de 
plegamiento 
(kcal/mol) 
Cromo-
soma  
Localización  
Candidato_17
4 
GTTTATGACTGTGTGG
TGTATG 
517 694 -39,64 15 
98702234-
98702378 
candidato_45 
TAGACTGTGTTCCAGA
GATAGCCAA 
353 
 
-40,82 Cr. 8 
43717905-
43718019 
candidato_6  
GCAGGACAGAGATAT
CATGAGCCTC 
396 340 -37 Cr. 10  
23380180- 
23380294 
candidato_96 
ATTCAGATATGTACAC
GCAAGCCAGG  
297 -53,37 Cr. 5 
114391977-
114392123 
candidato_34 
CATTCAGATATGTACA
CGCAAGCCA 
255 
 
-52,32 Cr. 5 
114391980-
114392124 
candidato_77 
GCTGAGGACAGATGA
CTTGGCAGC  
226 -54 Cr. 1 
87488149-
87488281 
candidato_63 
TGGCTTTGATCTTGGG
CGAGCAGGCTC  
203 -40,01 Cr. 15 
98701730-
98701818 
candidato_53 
GGCTGTACGCGCTCCG
ATTGGCTGGC  
151 -47,53 Cr. X 
97821317-
97821433 
candidato_47 
GGACACTGAGGTCTAT
AGGAGCATCCT  
117 -45,36 Cr. 8 
101670947-
101671095 
candidato_75 
TTTCTTCTGGGCTGCTT
TAGAGGGAC  
79 -38,58 Cr. 1 
178765980-
178766086 
candidato_78 
TCTGGGCTGCTTTAGA
GGGACTCTT  
77 -46,56 Cr. 1 
178765967-
178766091 
candidato_90 
TGTAGAAGAACTCGG
GCTTCGACTCG  
72 -48,52 Cr. 11 
61498026-
61498142 
candidato_62 
GTTGGACCATGCACCT
CTAGACCCC  
71 -82,55 Cr. 15 
98702234-
98702378 
candidato_84 
TGACTGGACCCTCTCG
GGAAACA  
49 -55,58 Cr. 4 
107432836-
107432976 
candidato_18 
CATTGTGCTTTGCACG
CGTGGGTTCG 
47 
 
-45,23 Cr. 19 
5038290-
5038416 
candidato_33 
CTCTGTGAGGGAGAA
GCGTACGGAG 
47 
 
-44,09 Cr. 5 
102273055-
102273169 
candidato_70 
GTCAGTGGGATTGAT
GATAGCATA 
  46 -44,15 Cr. 19 
30606094-
30606226 
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Figura 54. Estructura del precursor (pre-microRNA) del candidato_174. La escala de color determina el grado de 
probabilidad del apareamiento de bases en la predicción de dicha estructura precursora. Colores próximos al rojo 
muestran las interacciones entre nucleótidos más favorables energéticamente, mientras colores próximos al morado 
indican uniones energéticamente desfavorables. 
 
LOS ENDO-SIRNAS EN OVOCITO Y CIGOTO. 
 Otra de las poblaciones de RNAs reguladores de pequeño tamaño analizadas durante el 
presente trabajo, fue la de endo-siRNAs. Como se ha comentado en el apartado de la 
introducción, los endo-siRNAs se pueden originar bien a partir de apareamientos espontáneos 
del mRNA de genes con sus respectivos pseudogenes, o bien a partir de elementos transponibles 
(ETs) del genoma.  
 Nuestro abordaje experimental se centró en la predicción de endo-siRNAs a partir de ETs. 
La predicción de endo-siRNAs se llevo a cabo con aquellas secuencias de tamaño comprendido 
entre 18 y 24 nucleótidos (ambos inclusive), que habían alineado con las secuencias existentes 
en las bases de datos “rasRNA sense” y “antisense” (figura 12). Ambas bases de datos contienen 
secuencias correspondientes a las distintas clases de elementos repetidos del genoma. Los 
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criterios usados para la predicción de endo-siRNAs se han basado en las observaciones previas de 
varios autores (Tam et al., 2008; Watanabe et al., 2008), y comprenden las siguientes 
restricciones: 
• Solo serán considerados como endo-siRNAs aquellas secuencias que posean un tamaño 
menor de 25 nucleótidos. 
• Solo serán considerados como endo-siRNAs aquellas secuencias que no posean una 
Adenina en posición 10, siendo el primer nucleótido de la secuencia aquel que esté más 
hacia 5´. 
 Bajo estos dos criterios y realizando un alineamiento en el genoma que permitía la 
existencia de hasta tres bases desapareadas, han sido clasificados como endo-siRNAs más de 
235.000 secuencias diferentes (ver tabla 7).  
 Encontramos un número y una 
proporción similar de secuencias clasificadas como endo-siRNAs en ovocito y cigoto, usando los 
criterios previamente mencionados. Esto sugería una cierta homogeneidad de la población de 
endo-siRNAs en ambas muestras similar a la observada en la población de miRNAs. Tras este 
primer análisis descriptivo de la población de endo-siRNAs nos centramos en la caracterización 
de estos RNAs reguladores de pequeño tamaño, dentro de un contexto funcional.  
Tabla 7. Resultado de la predicción de endo-siRNAs en ovocito y cigoto.  
 Ovocito Cigoto 
Clasificación 
Secuencias 
diferentes 
Nº de moléculas 
secuenciadas 
Secuencias 
diferentes 
Nº de moléculas 
secuenciadas 
rasRNAs 100% 716.616 100% 40.830.858 100% 812215 100% 40.828.397 
endo-siRNAs 16,07% 235.624 23,48% 12.587.882 18,40% 307.604 20,16% 10.698.093 
 
 La propia biogénesis de los endo-siRNAs hace que podamos rastrear la expresión de las 
distintas clases de elementos transponibles y además conocer qué clase de ETs genera de forma 
predominante los endo-siRNAs. 
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 La mayor parte de las moléculas secuenciadas clasificadas como endo-siRNAs se asocian a 
elementos de la clase LTR tanto en ovocito como en cigoto, dicha observación señala a esta clase 
de elementos transponibles como elementos muy activos durante ambas etapas (figura 55).   
 Si bien, los elementos móviles de la clase LTR, son los más activos tanto en ovocito como 
en cigoto, observamos un cambio sustancial en el número de moléculas secuenciadas en cigoto, 
correspondiente a la población de endo-siRNAs que se asocia a ETs de las clases LINE y SINE 
(figura 55). 
 
Figura 55. Clases de elementos repetitivos a los que se unen los endo-siRNAs de nueva predicción en ovocito y 
cigoto. 
 Esto podría sugerir, como se discutirá más adelante, un cambio en el patrón de activación 
de ETs tras la fecundación. De existir, tal cambio se podría ver reflejado en la activación 
diferencial de estos ETs, y consecuentemente, en la distribución cromosómica de los ETs activos 
antes y después de la fecundación. Por ello, localizamos la posición genómica de los endo-siRNAs 
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de nueva predicción, en las etapas de ovocito y cigoto (figura 56). Dicha localización viene 
determinada por la posición de los ETs que regulan dentro del genoma. El análisis se restringió a 
aquellas secuencias clasificadas como endo-siRNAs que no alinearan en más de cinco posiciones 
dentro del genoma de acuerdo con los criterios seguidos en trabajos previos (Tam et al., 2008; 
Watanabe et al., 2008). 
 El origen de las secuencias correspondientes a los endo-siRNAs detectados en ovocito se 
encuentra principalmente en los elementos transponibles localizados en los cromosomas 12 y 13 
(figura 56). Los cromosomas de ratón son telocéntricos o subtelocéntricos y prácticamente todos 
los elementos móviles a los que asocian los endo-siRNAs se encuentran a lo largo de los 
cromosomas, más o menos alejados del centrómero, a excepción de los cromosomas 1 y 8, cuyos 
elementos transponibles más activos en ovocito se localizan en la zona telomérica proximal (ver 
figura 3 del apéndice 1). Éstas, son regiones de DNA no codificante, con secuencias altamente 
repetidas cuya función principal es la estabilidad estructural de los cromosomas en las células 
eucarióticas y la división celular. Sorprendentemente, excepto para estos dos cromosomas 
mencionados, no observamos una localización preferencial en las regiones teloméricas de los 
cromosomas, para aquellos ETs a los que se asocian los endo-siRNAs de ovocito.  
 Por su parte, los endo-siRNAs predichos en cigoto se asocian principalmente a ETs 
localizados en los cromosomas 13, 2 y X (figura 57). La diferencia más notable detectada en la 
distribución de los endo-siRNAs en ovocito y cigoto, fue la gran reducción en cigoto de aquellos 
endo-siRNAs generados a partir de los ETs de los cromosomas 12 y 13 (figuras 56 y 57). 
 Al analizar en profundidad la localización de los endo-siRNAs predichos en ovocito y 
cigoto dentro del cromosoma 13, observamos un perfil de localización casi idéntico en ambos 
casos (figuras 56 y 57). Esto indica que las diferencias que observamos entre los endo-siRNAs de 
ovocito y cigoto asociados a ETs de este cromosoma, se deben básicamente, al número de 
moléculas secuenciadas para cada endo-siRNA (que es mayor en ovocito) y no a su localización. 
Sin embargo, las clases de ETs a las que se asocian los endo-siRNAs en ambas muestras eran las 
mismas. Así, estos datos podrían ser interpretados como un descenso en la actividad de los ETs 
del cromosoma 13. 
 
Biogénesis y expresión de microRNAs durante el desarrollo embrionario preimplantacional de ratón. 
 152 
 
Figura 56. Distribución cromosómica de los endo-siRNAs predichos en ovocito. La parte superior  de la imagen 
muestra los endo-siRNAs agrupados por número de moléculas secuenciadas (barras rojas en el histograma) en cada 
cromosoma de ratón. En la parte inferior de la imagen se muestra un análisis individualizado para los cromosomas 
12 y 13, en el que se resaltan las variaciones de secuencia del tipo SNPs (barras azules), los elementos altamente 
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repetidos del genoma(barras grises)  y el contenido en GCs (línea roja) y la distribución de los genes codificantes 
para proteínas (barras granates). 
 
Figura 57. Distribución cromosómica de los endo-siRNAs predichos en cigoto. La parte superior  de la imagen 
muestra los endo-siRNAs agrupados por número de moléculas secuenciadas (barras turquesa en el histograma) en 
Biogénesis y expresión de microRNAs durante el desarrollo embrionario preimplantacional de ratón. 
 154 
cada cromosoma de ratón. En la parte inferior de la imagen se muestra un análisis individualizado para los 
cromosomas 12 y 13, en el que se resaltan las variaciones de secuencia del tipo SNPs (barras azules), los elementos 
altamente repetidos del genoma(barras grises)  y el contenido en GCs (línea roja) y la distribución de los genes 
codificantes para proteínas (barras granates). 
 En cambio, el cromosoma 12 muestra una drástica disminución de los endo-siRNAs 
asociados a los ETs localizados entre las megabases 39 y 40 (figuras 56 y 57). Del mismo modo, 
esta drástica disminución podría ser interpretada como una inactivación de dichos ETs. 
Estudiamos qué elemento o elementos transponibles podrían estar inactivándose en esta región 
concreta del genoma tras la fecundación. Observamos una gran reducción del endo-
siRNA_1272954, asociado a un elemento conocido por el nombre de BGLII. Dicho elemento 
transponible pertenece a la clase LTR: 
   Cromosoma Posición Cadena Nombre 
del ET 
Nombre 
interno 
Número de 
moléculas 
secuenciadas  
Ovocito 12 39.052.417-
39.052.439 
+ BGLII endo-
siRNA_1272954 
3.997.776 
Cigoto 12 39.052.417-
39.052.439 
+ BGLII endo-
siRNA_1272954 
3.946 
 
 Mención especial merecen los endo-siRNAs asociados a los ETs localizados en los 
cromosomas sexuales, tanto en ovocito como en cigoto. El número de moléculas secuenciadas 
de endo-siRNAs asociados a elementos transponibles localizados en el cromosoma X, aumenta 
en cigoto con respecto a ovocito (figura 58). 
 Tras estudiar la localización genómica de los endo-siRNAs identificados en el presente 
trabajo, quisimos cuantificar cambios en la expresión de dichos RNAs reguladores durante la 
transición entre las etapas de ovocito y cigoto. A través de la normalización del número de 
moléculas secuenciadas para cada endo-siRNA, podemos comparar la expresión de los endo-
siRNAs detectados en ambas muestras.  
 Más de medio millón de secuencias diferentes fueron identificadas como endo-siRNAs en 
las muestras de ovocito y cigoto. Estas secuencias se agruparon, atendiendo a su posición 
genómica y a la clase de ETs a la que se asociaban. De este modo las secuencias que se asociaban 
al mismo elemento transponible y solo diferían en la composición nucleotídica de sus secuencias 
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en uno, dos o tres nucleótidos, se agruparon bajo un mismo identificador. Así, clasificamos todas 
las secuencias correspondientes a endo-siRNAs, en 96.551 identificadores diferentes.  
 
Figura 58. Distribución cromosómica de los endo-siRNAs asociados a ETs de los cromosomas sexuales. La escala de 
los diagramas de barras representa el número de moléculas secuenciadas correspondiente a cada uno de los endo-
siRNAs predichos. 
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 De los 96.551 endo-siRNAs detectados en ambas muestras, solo 52.049 endo-siRNAs 
estaban presentes tanto en ovocito como en cigoto (figura 59). Estos endo-siRNAs comunes, 
centraron nuestro interés. Tras el agrupamiento jerárquico de los mismos, distinguimos tres 
grupos principales que definen los perfiles de expresión observados dentro de la población de 
endo-siRNAs. El primero de esos grupos, contiene aquellos endo-siRNAs que presentaban una 
elevada expresión en ovocito pero sus niveles se reducían notablemente tras la fecundación. 
Fueron denominados como endo-siRNAs maternos.  
 
Figura 59. Análisis de la expresión de los endo-siRNAs de nueva predicción en ovocito y cigoto. El análisis de 
expresión que se ilustra en la figura se reduce a los 500 endo-siRNAs presentes tanto en ovocito como en cigoto, que 
mayor expresión presentaban. Para la normalización de los datos utilizados en el análisis de expresión de endo-
siRNAs, se siguió la metodología descrita en el apartado de material y métodos. 
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 El segundo de los grupos incluye los endo-siRNAs que presentaban elevada expresión en 
ovocito pero que continuaban expresándose de forma elevada tras la fecundación y fueron 
denominados endo-siRNAs maternos y cigóticos. Este es el grupo más numeroso dentro de los 
endo-siRNAs presentes en las dos muestras (figura 59). 
 El último grupo, corresponde a los endo-siRNAs que incrementaban su expresión tras la 
fecundación, y han sido denominados como endo-siRNAs cigóticos. 
 Fuera de los endo-siRNAs compartidos por ovocito y cigoto encontramos endo-siRNAs 
específicos de cada tipo celular. Los endo-siRNAs específicos de ovocito, podrían estar implicados 
en la regulación de los fenómenos transposición de ETs, durante la gametogénesis en la línea 
germinal femenina. Los endo-siRNAs específicos de cigoto podrían estar implicados en la 
salvaguarda de la integridad del genoma cigótico tras la singamia. 
LOS PIRNAS EN OVOCITO Y CIGOTO. 
A pesar de no detectar expresión de ninguno de los genes de la subfamilia PIWI durante las 
etapas de desarrollo embrionario preimplantacional, los datos obtenidos mediante 
secuenciación masiva confirman la existencia de piRNAs tanto en ovocito como en cigoto. La 
población de piRNAs descritos en nuestro trabajo se ha obtenido mediante dos estrategias. La 
primera estrategia consiste en la utilización de las secuencias localizadas en la base de datos 
“piRNA database” (http://jsm-research.imb.uq.edu.au/rnadb/), que contiene los piRNAs 
anotados en experimentos inmunoprecipitación de RNAs de pequeño tamaño unidos a proteínas 
de la subfamilia PIWI, partiendo de RNA total de testículos de R. norvegicus y M. musculus 
(Aravin et al., 2006; Girard et al., 2006; Grivna et al., 2006a; Grivna et al., 2006b). La segunda 
estrategia es predictiva. Del mismo modo que en la predicción de endo-siRNAs descrita en el 
apartado anterior, los criterios utilizados en la predicción de los piRNAs se han basado en los 
utilizados por otros autores (Tam et al., 2008; Watanabe et al., 2008). Dichos criterios fueron: 
• Solo serán considerados como piRNAs aquellas secuencias que posean un tamaño mayor 
de 24 nucleótidos. 
• Solo serán considerados como piRNAs aquellas secuencias que posean una Adenina en 
posición 10, siendo el primer nucleótido de la secuencia aquel que esté más hacia 5´. 
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• Solo serán considerados como piRNAs aquellas secuencias que posean una Timina en 
posición 1, siendo el primer nucleótido de la secuencia aquel que esté más hacia 5´. 
 Todos aquellos piRNAs identificados bajo la estrategia predictiva empleada corresponden 
a los denominados piRNAs pre-paquiténicos, dado que los criterios aplicados en la predicción no 
los cumplen los piRNAs de expresión paquiténica (Aravin et al., 2006; Girard et al., 2006; Grivna 
et al., 2006a; Watanabe et al., 2006). 
 También en esta ocasión se optó por ser permisivos con los criterios de alineamiento y 
considerar como piRNAs aquellas secuencias que alineaban con hasta tres errores, y que habían 
cumplido los criterios previamente mencionados.  
 Fueron clasificadas como piRNAs 116.171 secuencias en ovocito y 172.497 secuencias en 
cigoto (tabla 8). En ovocito la mayor parte de los piRNAs encontrados estaban anotados en la 
base de datos de piRNAs (Aravin et al., 2006; Girard et al., 2006; Grivna et al., 2006a; Grivna et 
al., 2006b). En cambio en cigoto encontramos una mayor contribución de piRNAs de nueva 
predicción dentro de la población total.  
Tabla 8. Análisis de la población de piRNAs en ovocito y cigoto.   
 Ovocito Cigoto 
Clasificación Secuencias diferentes 
Nº de moléculas 
secuenciadas 
Secuencias diferentes 
Nº de moléculas 
secuenciadas 
rasRNAs 100% 716.616 100% 40.830.858 100% 812.215 100% 40.828.397 
piRNAs Total 16,21% 116.171 32,80% 13.391.312 21,24% 172.497 28,15% 11.492.343 
piRNAs 
"piRNA 
database" 
9,87% 70.761 28,31% 11.557.553 9,20% 74.760 19,78% 8.077.532 
piRNAs de 
nueva 
predicción 
6,34% 45.410 4,49% 1.833.759 12,03% 97.737 8,36% 3.414.811 
 
 Este primer análisis descriptivo de las secuencias clasificadas como piRNAs, sugiere un 
cambio drástico de los ETs regulados por los piRNAs antes y después de la fecundación. El 
incremento de la población de piRNAs de nueva predicción en la etapa de cigoto, afecta tanto al 
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número de secuencias diferentes como al número de moléculas secuenciadas de cada una de 
ellas.  
 Al igual que ocurría con los endo-siRNAs, las fluctuaciones de la población de piRNAs 
podrían ser el reflejo de la actividad de los ETs que los generan. Así, comenzamos estudiando qué 
ETs eran regulados por los piRNAs que previamente habíamos clasificado. 
 Una de las dificultades que entraña el análisis de los piRNAs, es la carencia de bases de 
datos completas donde poder comparar los resultados obtenidos mediante secuenciación masiva. 
La única base de datos que permitía libre acceso a sus secuencias en el momento en que 
realizábamos el presente trabajo, era la “piRNA database”. Sin embargo dicha base de datos no 
informa de la localización genómica de las secuencias de piRNA que contiene. Actualmente 
seguimos trabajando para localizar dentro del genoma de ratón todas aquellas secuencias 
alineadas con la base de datos “piRNA database”. Así tanto el análisis de los elementos 
trasnponibles activos, como la localización genómica de piRNAs que se presenta a continuación, 
se han realizado exclusivamente para aquellos piRNAs que son de nueva predicción. 
 Contrariamente a lo observado en la población de endo-siRNAs, los piRNAs predichos se 
asociaban mayoritariamente a elementos transponibles de la clase LINE, tanto en ovocito como 
en  cigoto (figura 60). Esto sugiere que los piRNAs y los endo-siRNAs estarían regulando de forma 
complementaria y no solapante, clases de elementos transponibles distintas.  
 A continuación quisimos evaluar la localización genómica de los piRNAs de nueva 
predicción. Dado que los endo-siRNAs y los piRNAs no parecen regular la misma clase de ETs, no 
esperábamos que los loci de los elementos transponibles a los que se asocian los piRNAs, 
coincidieran con aquellos descritos para los endo-siRNAs. 
 Los piRNAs con mayor número de moléculas secuenciadas se asocian a ETs localizados en 
los cromosomas 16 y X, tanto en ovocito como en cigoto (figuras 61 y 62). También encontramos 
un gran número de moléculas secuenciadas de los piRNAs asociados a los elementos 
transponibles localizados en los cromosomas 10 y 17 de ovocito, y principalmente a los asociados 
a ETs del cromosoma 17 en la etapa de cigoto (ver figura 4 del apéndice 1). 
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Figura 60. Clases de elementos repetitivos a los que se unen los piRNAs en ovocito y cigoto. 
El número de moléculas secuenciadas de los piRNAs asociados a los elementos 
transponibles del cromosoma 10 se redujo en la transición entre las etapas de ovocito y cigoto 
(tabla 9 y figuras 61 y 62). Dicha reducción podría tener su origen en el súbito descenso de la 
expresión de un elemento transponible de la clase LINE denominado L1Md_F3. Tres piRNAs de 
nueva predicción se generan a partir de la secuencia de este ETs, y han sido denominados como 
piRNA_1409459, piRNA_1175911 y piRNA_1175912 (tabla 9). El número de moléculas 
secuenciadas correspondientes a cada uno de estos tres piRNAs, se redujo de forma drástica tras 
la fecundación. Alternativamente detectamos elementos transponibles que parecían activarse 
tras la fecundación del ovocito. Dichos elementos se localizaban en los cromosomas 17 y X 
principalmente, y correspondían a la clase LINE (tabla 10). Nuevamente la región distal del 
cromosoma X parece contener un mayor número de loci de ETs, donde se asocian de forma 
predominante los piRNAs. También, al igual que los endo-siRNAs el número de loci está más 
extendido en el cromosoma X que en los autosomas. 
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Tabla 9. Reducción del número de moléculas secuenciadas para los piRNAs del cromosoma 10. 
Ovocito 
Cromosoma Posición Cadena Nombre del ET Nombre interno 
Número de 
moléculas 
secuenciadas 
10 43.940.593-43.940.623 + L1Md_F3 piRNA_1409459 55.706 
10 43.940.594-43.940.623 + L1Md_F3 piRNA_1175911 55.706 
10 43.940.594-43.940.624 + L1Md_F3 piRNA_1175912 55.706 
Cigoto 
Cromosoma Posición Cadena Nombre del ET Nombre interno 
Número de 
moléculas 
secuenciadas 
10 43.940.593-43.940.623 + L1Md_F3 piRNA_1409459 735 
10 43.940.594-43.940.624 + L1Md_F3 piRNA_1175912 1153 
10 43.940.594-43.940.623 + L1Md_F3 piRNA_1175911 618 
 
Tabla 10. Posible activación cigótica de los elementos transponibles localizados en los cromosomas 17 y X. 
Ovocito 
Cromosoma Posición Cadena Nombre 
del ET 
Nombre interno Número de 
moléculas 
secuenciadas 
17 54.879.611-54.879.642 + L1_Mus3 piRNA_1175841 70 
17 58.394.598-58.394.628 + L1Md_F2 piRNA_1428762 462 
Cigoto 
Cromosoma Posición Cadena Nombre 
del ET 
Nombre interno Número de 
moléculas 
secuenciadas 
17 54.879.611-54.879.642 + L1_Mus3 piRNA_1175841 136.227 
17 58.394.598-58.394.628 + L1Md_F2 piRNA_1428762 96.487 
 
 Como hemos mencionado anteriormente, el análisis de localización genómica solo se 
pudo realizar sobre aquellos piRNAs de nueva predicción durante el presente trabajo. Los 
resultados obtenidos sugieren la existencia de piRNAs diferencialmente expresados en ovocito y 
cigoto. Para confirmar estos patrones de expresión diferencial, analizamos la expresión de los 
piRNAs de nueva predicción en las etapas de ovocito y cigoto. En dicho análisis se introdujeron 
los piRNAs que previamente habían sido anotados dentro de la base de datos “piRNAs database” 
(Aravin et al., 2006; Girard et al., 2006; Grivna et al., 2006a; Grivna et al., 2006b). A pesar de no 
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poder realizar un análisis de localización con este grupo de piRNAs, sí disponíamos de la 
información necesaria para evaluar su expresión en ovocito y cigoto. De este modo, procedimos 
a realizar un análisis de expresión conjunto de las dos poblaciones de piRNAs identificadas en el 
presente trabajo. 
 Aproximadamente doscientas mil secuencias fueron identificadas como piRNAs tras su 
alineamiento con las base de datos “piRNA database” y las bases de datos que incluyen 
secuencias de rasRNAs como se describe en la figura 12. La clasificación de estas secuencias dio 
lugar a una población total de 30.603 piRNAs distintos. 
 Encontramos un mayor número de piRNAs específicos en cigoto (12.974) que en ovocito 
(3.417). Estos datos indican un papel importante de los piRNAs más allá de su implicación en la 
regulación de fenómenos de transposición durante la maduración gamética. En un principio, los 
piRNAs han sido considerados como específicos de células de la línea germinal masculina (Aravin 
et al., 2006; Girard et al., 2006; Grivna et al., 2006a; Grivna et al., 2006b). Recientemente, se 
sugirió su participación durante la gametogénesis femenina (Tam et al., 2008; Watanabe et al., 
2008). Sin embargo, nuestro trabajo describe por primera vez patrones de expresión diferencial 
de piRNAs concretos antes y después de la fecundación, identificándose además piRNAs 
específicos de ovocito y cigoto. 
 Decidimos profundizar en el análisis de la población de los 14.212 piRNAs detectados 
tanto en ovocito como en cigoto (figura 63). En la figura 63 se resume el resultado del análisis de 
expresión de los 2000 piRNAs comunes más expresados. Encontramos tres perfiles de expresión 
diferentes, donde se agrupaban los piRNAs elegidos para este análisis: piRNAs de expresión 
fundamentalmente materna, piRNAs que incrementan considerablemente su expresión tras la 
fecundación (por ello denominados piRNAs cigóticos) y piRNAs altamente expresados tanto en 
ovocito como en cigoto. Estos perfiles no diferían de los mostrados por las otras dos poblaciones 
de RNAs reguladores de pequeño tamaño estudiados en el presente trabajo. 
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Figura 61. Distribución cromosómica de los piRNAs predichos en ovocito. La parte superior  de la imagen muestra 
los piRNAs agrupados por número de cuentas (barras rojas en el histograma) en cada cromosoma de ratón. En la 
parte inferior de la imagen se muestra un análisis individualizado para los cromosomas 16 y X, en el que se resaltan 
las variaciones de secuencia del tipo SNPs (barras azules), los elementos altamente repetidos del genoma(barras 
grises)  y el contenido en GCs (línea roja) y la distribución de los genes codificantes para proteínas (barras granates). 
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Figura 62. Distribución cromosómica de los piRNAs predichos en cigoto. La parte superior  de la imagen muestra los 
piRNAs agrupados por número de cuentas (barras turquesa en el histograma) en cada cromosoma de ratón. En la 
parte inferior de la imagen se muestra un análisis individualizado para los cromosomas 16 y X, en el que se resaltan 
las variaciones de secuencia del tipo SNPs (barras azules), los elementos altamente repetidos del genoma(barras 
grises)  y el contenido en GCs (línea roja) y la distribución de los genes codificantes para proteínas (barras granates). 
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Figura 63. Análisis de la expresión de los piRNAs en ovocito y cigoto. El análisis de expresión que se ilustra en la 
figura se reduce a los 2000 piRNAs más altamente expresados dentro de los 14.212 presentes tanto en ovocito como 
en cigoto. Para la normalización de los datos utilizados en el análisis de expresión de piRNAs, se siguió la 
metodología anteriormente descrita en el apartado de métodos. 
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Los RNAs reguladores de pequeño tamaño: miRNAs, endo-siRNAs y piRNAs, 
están emergiendo, como importantes reguladores del desarrollo embrionario 
implicados en el control de la expresión génica a varios niveles (Prieto and Markert, 
2011; Suh and Blelloch, 2011). Así, los miRNAs actúan sobre los mRNAs y su regulación 
es fundamental durante los procesos de diferenciación celular y desarrollo, los piRNAs 
parecen actuar evitando la transposición de elementos transponibles del genoma 
(ETs), y los endo-siRNAs podrían estar participando en la regulación tanto de mRNAs 
como de ETs. Los piRNAs y endo-siRNAs han sido involucrados en la salvaguarda del 
genoma durante la gametogénesis y la activación del genoma cigótico, impidiendo la 
transposición de elementos móviles, pero parecen poder también actuar en la 
degradación de mRNAs específicos (Lee et al., 2011). 
Durante el presente trabajo hemos evaluado el papel y la dinámica funcional de 
estas tres poblaciones de RNAs de pequeño tamaño, que en asociación con las 
proteínas de la familia Argonauta, participan activamente en la regulación génica. 
BIOGÉNESIS DE RNAS REGULADORES DE PEQUEÑO TAMAÑO EN MAMÍFERO. 
Algunas de las proteínas implicadas en la ruta de biogénesis y función de los 
miRNAs (Dicer y Ago2) operan también en la generación y función de los endo-siRNAs. 
No obstante, vamos a abordar la discusión de los datos obtenidos, primero dentro del 
contexto de biogénesis de los miRNAs, para evaluar a continuación la generación de 
los endo-siRNAs y los piRNAs durante la fecundación y activación del genoma cigótico. 
LOS GENES CODIFICANTES DE LAS PROTEÍNAS INVOLUCRADAS EN LA BIOGÉNESIS Y FUNCIÓN DE LOS 
MIRNAS, PRESENTAN UNA PROGRESIVA REDUCCIÓN DE LA EXPRESIÓN DESDE LA ETAPA DE DOS CÉLULAS 
HASTA LA ETAPA DE BLASTOCISTO.  
Nuestras observaciones sobre los elementos que participan en la biogénesis y 
función de los miRNAs (figura 15), evidenciaban una reducción paulatina de los niveles 
de expresión de los genes que codifican proteínas clave en la biogénesis de miRNAs. 
Este perfil de expresión génica de ovocito a blastocisto, sugiere una reducción de la 
actividad global de los miRNAs, de forma paralela a la caída de la expresión de los 
elementos génicos descritos. En ese sentido, algunos trabajos asignan un papel 
preponderante a otros RNAs reguladores (como los endo-siRNAs), relegando a un 
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segundo plano la regulación génica mediada por miRNAs en el desarrollo temprano 
(Ma et al., 2010; Suh et al., 2010; Svoboda and Flemr, 2010). Esta hipótesis se apoya en 
el fenotipo observado en los embriones mutantes nulos de Dicer, Dgcr8 y Ago2. Los 
embriones Dgcr8-/- se desarrollan con normalidad y producen descendencia (Suh et al., 
2010), en contraste con los embriones Dicer-/- y Ago2-/- cuyas deficiencias durante el 
desarrollo son letales a día 7,5 embrionario (Bernstein et al., 2003; Kaneda et al., 2009; 
Lu et al., 2005) . 
En nuestro análisis detectamos reducidos niveles de expresión del gen Dgcr8 en 
ovocito (figura 15), que incluso bajan aun más tras la fecundación. La expresión del 
otro integrante del complejo microprocesador, Drosha, es también baja durante el 
desarrollo embrionario preimplantacional (figura 15), sugiriendo que la participación 
del complejo, durante la biogénesis de los miRNAs, estaría limitada a etapas pre- y 
pericigóticas. No resulta extraño por tanto, que los mutantes nulos de Dgcr8 no 
mostraran un fenotipo anormal durante el desarrollo preimplantacional, ya que 
durante el desarrollo postcigótico de los embriones silvestres los elementos claves del 
complejo microprocesador son regulados negativamente, al menos a nivel 
transcripcional, lo que sugiere una reducción drástica de su papel funcional a partir de 
cigoto.  
Así, asumiendo acoplamiento de transcripción y traducción de Drosha y Dgcr8, 
la regulación negativa observada, supondría una disminución en la capacidad 
postcigótica del procesamiento de pri-microRNAs a pre-microRNAs. Sin embargo, el 
perfil de expresión de Xpo-5, contrasta con una posible reducción del procesamiento 
de moléculas precursoras de miRNAs (figura 15). La proteína Xpo5, transporta los pre-
microRNAs desde el núcleo hasta el citoplasma (Kim, 2004; Lund et al., 2004; Yi et al., 
2003). Además, se ha sugerido que también puede tener un papel protector de 
moléculas precursoras de miRNAs evitando la degradación de las mismas en el 
citoplasma (Lund et al., 2004). El perfil de expresión de Xpo-5 entre las etapas de 
ovocito y mórula, sugiere el mantenimiento de sus niveles proteicos y un flujo 
constante de formas precursoras desde el núcleo hasta el citoplasma en esas etapas 
(figuras 15 y 17). Dado que el flujo de formas precursoras de miRNA no se podría 
explicar a partir de la expresión de los genes Drosha y Dgcr8, es posible que la proteína 
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Xpo5 pueda regular también el tráfico desde el núcleo hasta el citoplasma de otro tipo 
de RNAs reguladores, como los endo-siRNAs. 
El perfil de expresión de Dicer, sugiere un importante papel de su proteína 
durante las etapas pericigóticas. La proteína Dicer, participa en el procesamiento de las 
moléculas de pre-microRNA a formas dúplex, en el citoplasma celular. Además 
participa en la formación del huso meiótico durante la reactivación de la meiosis del 
ovocito tras la fecundación. Los embriones mutantes nulos Dicer-/-, muestran 
anomalías letales a día 7,5 p.c. (Bernstein et al., 2003), observándose errores en la 
formación del huso meiótico, deficiencias en la generación de las células madre 
embrionarias de la masa celular interna y desregulación de los elementos móviles 
transponibles (ETs) (Kanellopoulou et al., 2005; Luense et al., 2009; Ma et al., 2010; 
Murchison et al., 2007; Tang et al., 2007). Dicer parece participar tanto en la 
biogénesis de miRNAs como en la biogénesis de endo-siRNAs, y algunas de las 
deficiencias detectadas en los embriones Dicer-/-, podrían ser reflejo de una 
desregulación de los fenómenos de retrotransposición. 
Aunque, Dicer, parece ser esencial para el correcto desarrollo embrionario 
temprano, sus niveles de expresión se redujeron significativamente tras la etapa de 
dos células, manteniéndose bajos hasta la etapa de blastocisto. Los elevados niveles de 
expresión observados en ovocito, cigoto y dos células sugieren que el procesamiento 
de formas pre-microRNA a formas dúplex se produciría predominantemente durante 
estas tres etapas. Además la reanudación de la meiosis del ovocito tras la fecundación 
y la participación de la proteína Dicer en la correcta formación del huso meiótico, 
podría explicar los elevados niveles de expresión observados en cigoto. Debido a las 
anomalías detectadas en los embriones Dicer-/- durante la diferenciación celular 
(Kanellopoulou et al., 2005), parece lógico pensar que los microRNAs son esenciales en 
la formación de las células troncales embrionarias, que tiene lugar durante la 
transición entre las etapas de mórula y blastocisto. La ausencia de elementos clave en 
la biogénesis de miRNAs como Drosha, Dgcr8 o Dicer, en etapas postcigóticas más allá 
de dos células, sugiere la existencia de mecanismos alternativos capaces, bien de 
generar nuevos miRNAs en las etapas de mórula y blastocisto, o bien de acumular los 
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miRNAs que puedan originarse de la actividad de las proteínas Drosha, Dgcr8 y Dicer 
durante las etapas más tempranas del desarrollo. 
En uno de esos mecanismos alternativos podría involucrarse la proteína Ago2, 
que tiene actividad endonucleásica y participa activamente en la biogénesis y función 
de miRNAs y endo-siRNAs. Los niveles de expresión de Ago2, se mantuvieron elevados 
hasta la etapa de ocho células (figura 15). Los embriones mutantes de Ago2, muestran 
deficiencias similares a los embriones Dicer-/-, presentando anomalías en la formación 
del huso meiótico y una desregulación de transcritos de origen materno (Kaneda et al., 
2009; Lykke-Andersen et al., 2008; Meister et al., 2004). Participa en la biogénesis y 
función de miRNAs separando las dos cadenas de la molécula de miRNA dúplex y como 
elemento funcional dentro del complejo miRNP (Davis and Hata, 2010; Newman and 
Hammond, 2010). No obstante, se ha sugerido que Ago2 podría estar actuando como 
mecanismo alternativo de procesamiento de formas precursoras de miRNA (Cifuentes 
et al., 2010; Cheloufi et al., 2010; Diederichs and Haber, 2007; Tan et al., 2009). Por 
ejemplo la biogénesis del miR-451, no requiere la participación de Dicer, sino que una 
vez en el citoplasma, la actividad catalítica de Ago2, lleva a cabo el procesamiento de la 
forma precursora (Cifuentes et al., 2010; Cheloufi et al., 2010), e incluso se han 
detectado complejos formados por Ago2 y formas pre-microRNA tanto en el núcleo 
como en el citoplasma de células humanas (Tan et al., 2009). Todos estos ejemplos 
señalan la importancia de Ago2 durante la biogénesis y función de miRNAs, y a la vista 
de nuestros resultados, su papel podría ser clave en la generación de formas maduras 
en las etapas del desarrollo embrionario preimplantacional donde apenas detectamos 
expresión de elementos como Drosha, Dgcr8 y Dicer.  
Por otra parte, el resto de miembros de la subfamilia Argonauta parecen tener 
un papel importante durante la etapa de dos células. En dicha etapa, observamos un 
incremento considerable de la expresión de Ago1, Ago3 y Ago4. Este incremento 
coincide con los niveles de expresión más reducidos de Ago2, señalando la posible 
compensación funcional del resto de miembros de la subfamilia Argonauta que ha sido 
previamente descrita en células troncales embrionarias (Su et al., 2009a). Además, la 
sobreexpresión de Ago1-4 en distintas líneas celulares, parece incrementar la cantidad 
de formas maduras de miRNAs (Diederichs and Haber, 2007). Por todo ello, los 
Discusión 
 173 
miembros de la subfamilia Argonauta parecen ser claves en la biogénesis y función de 
los miRNAs durante las etapas del desarrollo embrionario preimplantacional, e incluso 
Ago2 podría estar participando como elemento de procesamiento alternativo de 
moléculas precursoras de miRNAs. 
Alternativamente, la expresión de Ago2 en etapas postcigóticas, podría ser un 
reflejo de la biogénesis y función de otro tipo de RNAs reguladores de pequeño 
tamaño: los endo-siRNAs. De este modo los endo-siRNAs podrían estar participando en 
la regulación de los elementos de elementos transponibles (ETs), en etapas 
postcigóticas. 
EL RECICLAJE DE FORMAS MADURAS DE MIRNA COMO MECANISMO ALTERNATIVO PARA AUMENTAR LA 
CANTIDAD DE MIRNAS DISPONIBLES. 
Mediante el estudio del procesamiento de formas precursoras de miRNA (pri- y 
pre-microRNAs) a formas maduras, de cuatro miRNAs concretos (let7-a-1, miR-20a, 
miR-292-3p y miR-292-5p) durante las etapas del desarrollo embrionario 
preimplantacional (figura 21), pudimos deducir que la acumulación de formas maduras 
de miRNA en una etapa concreta, no tenía que proceder necesariamente de un 
procesamiento de sus formas precursoras (pri- y/o pre-microRNAs). El modelo 
“canónico” de biogénesis de miRNAs podía explicar la acumulación de formas maduras 
a partir del procesamiento de formas precursoras en dos de los miRNAs estudiados 
(let7-a-1 y miR-20a). Sin embargo, el incremento de las dos formas maduras originadas 
a partir de las formas pre-microRNA del miR-292 (miR-292-3p y miR-292-5p) no se 
podía explicar asumiendo ese modelo “canónico” (figura 21). Así el aumento de formas 
maduras observado entre las etapas de cuatro células y blastocisto, parecía generarse 
a partir del procesamiento de formas dúplex del miR-292, o bien del reciclaje mediante 
la disyunción de formas maduras unidas a sus mensajeros diana (figura 22). De este 
modo, tanto las formas dúplex como los propios RNAs mensajeros regulados por 
miRNAs, parecen servir de reservorios de formas maduras de miRNA, capaces de 
incrementar la cantidad de miRNAs maduros de forma inmediata; y lo que es más 
importante, lo harían incluso en ausencia o limitación de proteínas como Drosha, 
Dgcr8 y Dicer. Es decir, sería un tipo de biogénesis a partir de miRNAs previamente 
procesados. Ello explicaría el incremento de formas maduras detectado para varios 
Biogénesis y expresión de microRNAs durante el desarrollo embrionario preimplantacional de ratón. 
 174 
miRNAs maduros en las últimas etapas del desarrollo embrionario preimplantacional 
(figura 37). Esta aproximación cuantitativa la hemos podido demostrar para dos 
miRNAs pertenecientes a la familia miR-290-295, cuya importancia en blastocisto es 
capital, estando asociados a la regulación y el mantenimiento de pluripotencialidad en 
células troncales. Estudios posteriores permitirán establecer si tal dinámica funcional 
es extensible a otros miRNAs como se ha postulado recientemente (Baccarini et al., 
2011), o en respuesta a estrés celular donde un requerimiento inmediato de miRNAs 
fuera necesario (Leung and Sharp, 2010). 
LA DEAMINACIÓN OXIDATIVA DE NUCLEÓTIDOS DE ADENINA DENTRO DE MOLÉCULAS PRECURSORAS DE 
MIRNA COMO MECANISMO REGULADOR DE LA BIOGÉNESIS DE MIRNAS. 
Las proteínas de la familia ADAR han sido involucradas en la regulación de la 
biogénesis de miRNAs por su capacidad para “editar” formas precursoras de miRNA. La 
“edición” consiste en la deaminación oxidativa de nucleótidos de adenina, dando lugar 
a una forma metabólica de las purinas denominada inosina. Los mecanismos de 
edición parecen afectar al reconocimiento y posterior procesamiento de moléculas 
precursoras por medio de las proteínas Drosha y Dicer (Nishikura, 2009; O'Connell and 
Keegan, 2006; Yang et al., 2006). Como consecuencia, las formas precursoras editadas 
podrían ser reconocidas por la proteína Tudor-SN para su eliminación. 
Nuestros resultados señalan la eliminación de las formas precursoras editadas 
durante la biogénesis de los miRNAs: miR-151-3p y miR-99b. Ambos miRNAs habían 
sido señalados como objetivos de la regulación de las proteínas de la familia ADAR en 
células del sistema nervioso central (Kawahara et al., 2008; Kawahara et al., 2007). Al 
igual que en el análisis llevado a cabo en el miR-292, los resultados de la cuantificación 
de formas precursoras del miR-151-3p y del miR-99b, no se podían explicar a partir del 
simple procesamiento de formas precursoras en maduras (figura 24). Comprobamos 
que existía un marcaje de formas precursoras y una eliminación selectiva de aquellas 
formas maduras del miR-151-3p, editadas en dos posiciones de su secuencia (figuras 
25 y 26). El hecho de que las modificaciones de secuencia dentro de las moléculas 
precursoras de miRNAs puedan afectar de esta manera al procesamiento de estas 
formas precursoras, lo hemos interpretado como una modificación estructural de estas 
moléculas precursoras editadas. Es decir, la formas precursoras de miRNAs son dsRNAs 
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capaces de adoptar conformaciones estructurales secundarias. Dichas conformaciones, 
se supeditan a la secuencia de nucleótidos que contenga cada molécula precursora, de 
modo que alteraciones dentro de la secuencia de la forma precursora de miRNA podría 
impedir la accesibilidad de Drosha o Dicer. 
Bajo los mecanismos de edición de formas precursoras de miRNA, subyace en 
realidad un fino sistema de regulación de la actividad de los miRNAs. De hecho, las 
proteínas de la familia ADAR, no solo actúan sobre las formas precursoras de miRNAs, 
sino que son capaces de modificar las regiones UTR de los mensajeros de tal forma que 
modularían negativamente tanto la biogénesis de miRNAs como el acceso de las 
formas maduras a sus mRNAs dianas (Hundley and Bass, 2010).  
Por otra parte, se ha sugerido que los mecanismos de “edición” podrían actuar 
sobre biogénesis de endo-siRNAs de forma similar a como sucede en la ruta de 
biogénesis de miRNAs (Heale et al., 2009). Todo ello, hace de la “edición” de dsRNAs y 
de las proteínas de la familia ADAR, uno de los principales mecanismos reguladores 
postranscripcionales que operan en la interferencia génica mediada por RNAs de 
pequeño tamaño. 
TUDOR-SN Y SU PAPEL EN LA DEGRADACIÓN DE FORMAS PRECURSORAS EDITADAS DURANTE LAS ETAPAS 
DEL DESARROLLO EMBRIONARIO PREIMPLANTACIONAL. 
Las formas precursoras “editadas” parecen ser eliminadas mediante la actividad 
de la proteína Tudor-SN (O'Connell and Keegan, 2006; Scadden, 2005; Yang et al., 
2006). Los resultados obtenidos por inmunofluorescencia muestran una acumulación 
de la señal de Tudor-SN en regiones citoplasmáticas que hemos denominado “cuerpos-
T” (figura 29). No parece existir una interacción entre “cuerpos-P” y Tudor-SN, que son 
las dos vías principales de degradación de RNAs asociados a mecanismos de 
interferencia de RNA (figura 28). Ello sugiere que la eliminación de moléculas 
precursoras editadas se realiza de forma independiente a la eliminación de mRNAS 
regulados por mecanismos de interferencia.  
Sin embargo, la dinámica de generación de “cuerpos-T” parece similar a la 
descrita durante la formación de los “cuerpos-P”. Los “cuerpos P” reflejan la actividad 
de los miRNAs sobre la población de mRNAs de un determinado tipo celular, y cuanto 
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mayor es dicha actividad, mayor volumen adquieren los “cuerpos-P” (Flemr et al., 
2010; Jakymiw et al., 2007; Liu et al., 2005a; Liu et al., 2005b). Del mismo modo, el 
aumento de tamaño observado en los “cuerpos-T”, podría ser consecuencia del 
aumento de eliminación de formas editadas. Además, la acumulación de Tudor-SN en 
forma de gránulos conspicuos en las últimas etapas del desarrollo, podría tener su 
origen en la agrupación del granulado disperso observado en las etapas más 
tempranas. Esto implicaría un reclutamiento de todas las moléculas precursoras de 
miRNA “editadas” unidas a Tudor-SN, en lugares citoplasmáticos discretos durante las 
últimas etapas del desarrollo embrionario preimplantacional. La relación de dicho 
reclutamiento con el contexto funcional que se desarrolla en las últimas etapas de la 
embriogénesis temprana, así como la posible participación de otros elementos 
proteicos que participen en el reclutamiento y posterior degradación de moléculas 
precursoras “editadas”, podrá ser objeto de estudios posteriores.  
Por otra parte, no todas las formas precursoras editadas por ADAR, son 
eliminadas. Encontramos formas maduras editadas para el miR-151-3p en distintas 
etapas del desarrollo embrionario preimplantacional (figura 26). Además, la 
eliminación de las formas precursoras editadas parece depender del número de 
adeninas modificadas dentro de la secuencia precursora (figuras 25 y 26). De este 
modo, el análisis de formas precursoras editadas mostraba una mayor población de 
moléculas portadoras de dos adeninas editadas (figura 25). Sin embargo, la 
cuantificación posterior de formas maduras portadoras de edición, daba como 
resultado la predominancia de formas maduras canónicas seguidas de formas maduras 
con un solo nucleótido “editado”, y la casi completa eliminación de formas maduras 
“editadas” en dos posiciones. Dado que la introducción de inosinas dentro de una 
molécula de dsRNA, señaliza las formas que deben ser eliminadas por Tudor-SN, 
parece lógico pensar que las formas precursoras que presenten varios nucleótidos 
editados, serán más susceptibles al reconocimiento y posterior eliminación por Tudor-
SN.  
No obstante, quedan muchas incógnitas por resolver dentro de esta ruta 
reguladora de los mecanismos de interferencia mediados por RNAs. Es posible que el 
mecanismo de “edición” tenga dos funciones completamente opuestas sobre las 
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poblaciones de miRNAs existentes en las células. La primera función se relacionaría 
con la eliminación de formas precursoras como hemos descrito hasta ahora, mientras 
que la segunda función aumentaría la diversidad de formas maduras de miRNAs, 
incrementando de forma considerable el número de mRNAs diana para un miRNA 
concreto. 
De este modo, ¿cómo se produce el reclutamiento de Tudor-SN en las etapas 
de mórula y blastocisto?, ¿por qué algunos miRNAs son editados y otros no? y ¿por 
qué ciertos miRNAs editados escapan de la degradación mediada por Tudor-SN?, son 
cuestiones que se pueden plantear a partir de los resultados de este trabajo y que 
deberán ser abordadas en estudios futuros. 
POSIBLE PAPEL FUNCIONAL DE LOS MIRNAS DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO 
PREIMPLANTACIONAL. 
Con el objetivo de evaluar de forma global la expresión diferencial de miRNAs 
durante las etapas del desarrollo embrionario preimplantacional, estudiamos la 
expresión de 231 miRNAs, mediante la tecnología de “arrays”. La interpretación de los 
resultados obtenidos de dicho análisis, se realizó siguiendo tres estrategias distintas. La 
primera de ellas consistía en agrupar aquellos miRNAs que presentaran un perfil de 
expresión similar durante las etapas del desarrollo embrionario preimplantacional. De 
este modo, tratamos de relacionar los niveles de expresión para cada uno de los 
agrupamientos realizados, con su posible función reguladora dentro del contexto de 
activación y represión génica que se establece para cada una de las etapas del 
desarrollo preimplantacional. 
Con la segunda estrategia buscamos una posible relación entre los perfiles de 
expresión de los miRNAs analizados y la localización genómica de las formas 
precursoras, a través de las cuales se generan. Es decir, la hipótesis establecida para 
distintas líneas celulares, proponía la existencia de una co-regulación de la expresión 
de los miRNAs cuyas formas precursoras estaban localizadas en la misma región 
genómica (Kaczkowski et al., 2009; Kim et al., 2009c; Zhang, 2010). La proximidad que 
establecimos para el análisis de los perfiles de expresión de miRNAs fue de 0,5 Kb en 
base a observaciones previas que sugerían una gran co-regulación de la expresión de 
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los miRNAs situados a esa distancia (Kaczkowski et al., 2009; Kim et al., 2009c; Zhang, 
2010). 
Dado que la secuencia, y concretamente la región “seed” de los miRNAs 
maduros, juega un papel determinante en la regulación de los mRNAs, nuestra tercera 
estrategia abordó el estudio de los perfiles de expresión de miRNAs en función de la 
similitud de las regiones “seed”. Es decir, nos planteamos que los miRNAs que tuvieran 
homología en dichas regiones, serían potenciales reguladores de los mismos mRNAs, y 
por tanto deberían expresarse en las mismas etapas del desarrollo embrionario 
preimplantacional. Así, nos centramos en el estudio de los perfiles de expresión de los 
miembros de una misma familia de miRNAs. En muchos casos, los miRNAs que 
pertenecen a una misma familia, se localizan en regiones genómicas muy alejadas 
(familia miR-30, familia let7, familia miR-15), en otras ocasiones, todos los miembros 
de una misma familia, se generan a partir de un gran transcrito primario de tipo 
policistrónico (el pri-microRNA que da lugar a las formas maduras de la familia miR-
290-295) (Houbaviy et al., 2003). 
MIRNAS DE ORIGEN MATERNO, MIRNAS CIGÓTICOS Y MIRNAS ESENCIALES PARA EL ESTABLECIMIENTO 
DE LA PLURIPOTENCIA CELULAR. 
A partir del estudio de los perfiles de expresión de los miRNAs, agrupamos los 
231 miRNAs detectados en tres grupos principales (figuras 35-37). El primero de ellos 
englobaba los miRNAs de elevada expresión en ovocito, pero que tras la fecundación 
sufrían un descenso de la expresión (figura 35). Estos miRNAs podrían tener un papel 
determinante en la maduración del ovocito y por ello se les ha denominado miRNAs 
maternos (Svoboda and Flemr, 2010; Tang et al., 2007).  
El segundo grupo está formado por miRNAs que comienzan a expresarse tras la 
fecundación (figura 36). Este segundo grupo aglutina miRNAs cuyos niveles de 
expresión fueron muy elevados en las etapas de cigoto y dos células. El incremento de 
expresión de los miRNAs del grupo 2, coincide temporalmente con la activación del 
genoma cigótico (ZGA) y la degradación de los transcritos heredados del ovocito. De 
esta forma, podríamos inferir que los miRNAs del grupo 2 participarían activamente en 
la regulación de los procesos de activación génica que tienen lugar durante la 
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activación del genoma cigótico (Hamatani et al., 2004; Hammer, 1998; Schultz, 2005; 
Schultz et al., 1999).  
Los miRNAs del tercer grupo, presentan un incremento de la expresión durante 
las últimas etapas del desarrollo embrionario preimplantacional (figura 37), 
concretamente durante la transición entre las etapas de cuatro y ocho células, periodo 
en el que se sitúa el segundo gran evento de activación génica durante el desarrollo 
embrionario preimplantacional (MGA), asociado en la transición mórula-blastocisto 
donde tienen lugar el proceso inicial de diferenciación celular, con la consiguiente 
formación de las células del trofoectodermo y las células troncales embrionarias 
(Hamatani et al., 2004; Hammer, 1998; Rossant and Tam, 2009; Schultz and Heyner, 
1992; Schultz, 1993, 2002, 2005; Schultz et al., 1999). 
El agrupamiento de los miRNAs en función de la similitud de sus perfiles de 
expresión, señala la posible participación de miRNAs concretos en la regulación de 
procesos importantes para la viabilidad embrionaria temprana. Además identificamos 
miRNAs cuya expresión fue detectada únicamente en una etapa del desarrollo 
embrionario preimplantacional (figura 34). Estos miRNAs, han sido denominados como 
miRNAs específicos de etapa, y podrían ser considerados en el futuro como 
marcadores de viabilidad preimplantacional con posibilidad de aplicación en el campo 
de la reproducción asistida. 
LA REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LOS MIRNAS DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO 
PREIMPLANTACIONAL, PARECE SER INDEPENDIENTE DE LA LOCALIZACIÓN GENÓMICA DE SUS FORMAS 
PRECURSORAS. 
Una vez estudiado el posible papel regulador de los miRNAs durante el 
desarrollo embrionario preimplantacional, quisimos profundizar en la regulación de la 
propia expresión de los miRNAs. Para ello, evaluamos si los niveles de expresión de 
miRNAs cuyos precursores se localizaban en posiciones genómicas próximas, eran 
similares. Sorprendentemente, no parece existir una co-regulación de la expresión de 
los miRNAs durante las etapas de desarrollo estudiadas en el presente trabajo (figura 
41). Los perfiles de expresión de miRNAs cuyas formas precursoras se localizan en 
regiones de menos de 0,5 kb, eran muy diferentes. Sin embargo, dichas diferencias 
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probablemente se deban a la participación de mecanismos de regulación 
postranscripcionales (como la “edición” de formas precursoras), capaces de modular 
en la biogénesis de miRNAs específicos. Es decir, parece difícil pensar que precursores 
localizados en regiones tan próximas del genoma (<0,5 kb), puedan responder a 
estímulos transcripcionales diferentes. De hecho, en otros sistemas celulares, si parece 
existir una co-regulación de los miRNAs localizados a estas distancias  (Kaczkowski et 
al., 2009; Kim et al., 2009c; Zhang, 2010). Sin embargo, durante el desarrollo 
embrionario preimplantacional, actúan mecanismos capaces de modular 
negativamente la biogénesis de miRNAs quizá, de forma más activa que en otros 
sistemas celulares. 
REGULACIÓN CONJUNTA DE LA EXPRESIÓN DE LOS MIEMBROS DE UNA MISMA FAMILIA DE MIRNAS. 
Contrariamente a lo que sucedía con los miRNAs cuyos precursores se 
localizaban en regiones genómicas próximas, los miembros de una misma familia de 
miRNAs presentaban perfiles de expresión similares. Esto sugiere una regulación de la 
expresión de los miRNAs basada en la propia funcionalidad de estas moléculas 
reguladoras, ya que los miembros de una misma familia comparten la misma región 
“seed” y son potenciales reguladores de los mismos mRNAs. Pero además, señala la 
existencia de un procesamiento específico para cada miRNA, que parece ser 
dependiente de secuencia.  
La existencia de procesamientos alternativos y específicos de secuencia durante 
la biogénesis de miRNAs se hace especialmente patente a través del análisis de 
expresión de los miRNAs pertenecientes a familias concretas. Existe una serie de 
microRNAs agrupados en familias y “clusters”, que comparten los nucleótidos 
“AAGUGC” en la región “seed” (la familia miR-290-295 y la familia miR-467) y que son 
necesarios en el mantenimiento del estado indiferenciado de las células troncales 
embrionarias (figura 64), así como en la posterior diferenciación de los diferentes 
linajes celulares que sustentan el proceso de organogénesis (Blakaj and Lin, 2008; 
Gunaratne, 2009; Judson et al., 2009; Lichner et al., 2011). Observamos una co-
regulación de la expresión de los miembros de ambas familias durante las últimas 
etapas del desarrollo embrionario preimplantacional. Dicha co-regulación parece 
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esencial en la regulación de los genes que compiten por el establecimiento de la 
pluripotencia y la diferenciación celular. Existe una compleja interacción entre factores 
de transcripción como Sox2, Nanog y Oct4, que operan en el mantenimiento del 
estado de pluripotencialidad de las células troncales embrionarias, y miRNAs concretos 
que actúan modulando esta compleja red génica a distintos niveles (figura 64). La 
ruptura del equilibrio bien hacia el lado de los miRNAs que promueven diferenciación 
(familia let-7 y miR-145), o bien hacia el lado de aquellos miRNAs implicados en el 
mantenimiento de la pluripotencia de las células troncales embrionarias (familia 290-
295 y el “cluster” miR-302), es clave en la generación de los distintos linajes celulares 
(Edelstein and Bray, 2011; Guo et al., 2011b; Kane et al., 2011; Mallanna and Rizzino, 
2010). 
 
Figura 64. Regulación génica del proceso de auto-renovación y diferenciación de células troncales, por 
medio de los miRNAs (figura extraída de Mallanna y colaboradores (Mallanna and Rizzino, 2010)). 
El equilibrio entre la expresión de los miembros de la familia let-7 y la expresión 
de los miembros de la familia miR-290-295 parece ser crucial en el establecimiento de 
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la pluripotencialidad o la diferenciación celular (Mallanna and Rizzino, 2010; Nimmo 
and Slack, 2009; Sidhu, 2011; Svoboda and Flemr, 2010; Zimmerman and Wu, 2011).  
Tras caracterizar el proceso de biogénesis de miRNAs durante las etapas del desarrollo 
embrionario preimplantacional, e inferir la posible función de estos elementos reguladores a 
partir de sus perfiles de expresión, evaluamos globalmente, el posible papel de los RNAs 
reguladores de pequeño tamaño durante la drástica reprogramación génica que tiene lugar 
tras la fecundación. Para ello, mediante secuenciación masiva analizamos aproximadamente 
100 millones de secuencias correspondientes a las poblaciones de RNA de pequeño tamaño 
reguladoras (miRNAs, endo-siRNAs y piRNAs), detectadas en las etapas de ovocito y cigoto. 
LOS MIRNAS DURANTE LA FECUNDACIÓN Y LA ACTIVACIÓN DEL GENOMA CIGÓTICO. 
Uno de los procesos claves durante el desarrollo embrionario 
preimplantacional de ratón es la transformación que debe sufrir una célula altamente 
diferenciada como el ovocito, para convertirse en la célula totipotente que es el cigoto. 
Dicha transformación se produce a través de una reprogramación del patrón de 
expresión génica y una eliminación masiva de elementos maternos heredados del 
ovocito.  
En la regulación de estos procesos participan de forma crucial los RNAs 
reguladores de pequeño tamaño. Al igual que en apartados anteriores, comenzaremos 
discutiendo los resultados obtenidos del análisis de la población de miRNAs para 
seguidamente analizar los resultados obtenidos en endo-siRNAs y piRNAs. 
DIVERSIDAD POBLACIONAL DE LOS MIRNAS PRESENTES EN OVOCITO Y CIGOTO. 
Mediante el análisis llevado a cabo por secuenciación masiva, observamos una 
gran diversidad de secuencias que se generan a partir de un mismo pre-microRNA. A la 
vista de los resultados obtenidos, las modificaciones observadas  a nivel de secuencia, 
no se reducen a polimorfismos de tipo SNP o a cambios de Adenina por Guanina 
típicos de la “edición” mediada por las deaminasas ADAR; sino que existen posiciones 
dentro de la secuencia de nucleótidos de una misma forma madura de miRNA, donde 
tienen cabida las cuatro bases nucleicas. Esto sugiere la existencia de elementos muy 
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diversos capaces de operar a nivel postranscripcional sobre las secuencias precursoras 
de miRNAs.  
El cambio dentro de la secuencia de nucleótidos no es lo único que contribuye a 
la diversidad poblacional observada para los miRNAs. Existen diferencias en el tamaño 
de las formas maduras que podrían provenir de diferentes lugares de corte durante el 
procesamiento de formas precursoras, bien por el complejo Drosha/Dgcr8, o bien por 
Dicer. 
Ante este panorama tan diverso de miRNAs, no parece sencillo describir un 
patrón común de biogénesis para todos los miRNAs, y probablemente sea necesario un 
abordaje individual para entender la biogénesis de cada miRNA. Llegados a ese punto, 
decidimos centrar nuestra atención en estudiar cómo afectan las modificaciones de las 
formas maduras a la región considerada funcional dentro de un miRNA. La región 
“seed” localizada en 5´, resultó ser la más conservada dentro de las secuencias de los 
miRNAs. Como ejemplo mostramos el análisis llevado a cabo en la familia let-7 donde 
los nucleótidos “GAGGTAG” correspondientes a la región “seed”, permanecen 
invariables en todos los miembros de esta familia (tabla 9). 
Tabla 9. Análisis de la región “seed”, señalada en color rojo, para las formas maduras de los miRNA de 
la familia let-7. En las categorías de Ovocito y Cigoto se indican el número de moléculas secuenciadas 
para cada una de las secuencias correspondientes a los miembros de la familia let-7. 
Secuencia (5´-3´) Clasificación Nombre Ovocito Cigoto 
TGAGGTAGTAGGTTGTATA  miRNA sub  let-7a-1  25.394,5  32.655 
TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTTT  miRNA súper  let-7a-1  896 864,5  
TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTTA  miRNA súper Variante  let-7a-1  2.299 2.603,5  
TGAGGTAGTAGGTTGTGTG  miRNA sub  let-7b  4.000 5.259 
TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTTT  miRNA súper  let-7b  443 527 
TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTTA  miRNA súper Variante  let-7b  576 493 
AGAGGTAGTAGGTTGCATA  miRNA sub  let-7d  3.745 5.315 
AGAGGTAGTAGGTTGCATAGTTA  miRNA súper Variante  let-7d  700 836 
TGAGGTAGGAGGTTGTATAGTT  miRNA canónico let-7e  235 188 
TGAGGTAGGAGGTTGTATA  miRNA sub  let-7e  1.142 954 
TGAGGTAGGAGGTTGTATAGTTA  miRNA súper Variante  let-7e  99 73 
TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT  miRNA canónico let-7g  142 236 
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GAGGTAGTAGTTTGTACA  miRNA sub  let-7g  832 679 
TGAGGTAGTAGTTTGTACA  miRNA sub  let-7g  38.145 52.088 
TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTTT  miRNA súper  let-7g  3.271 5.188 
TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTA  miRNA Variante  let-7g  498 414 
TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTTA  miRNA súper Variante  let-7g  5.612 8.091 
TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTTAAA  miRNA súper Variante  let-7g  399 870 
TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTTAAAA  miRNA súper Variante  let-7g  444 749 
TGAGGTAGTAGTTTGTGCTGTT  miRNA canónico let-7i  36 58 
TGAGGTAGTAGTTTGTGCT  miRNA sub  let-7i  6.116 8.258 
TGAGGTAGTAGTTTGTGCTGTA  miRNA Variante  let-7i  1.176 1.532 
TGAGGTAGTAGTTTGTGCTGA  miRNA sub Variante  let-7i  198 297 
TGAGGTAGTAGTTTGTGCTGTAA  miRNA súper Variante  let-7i  951 908 
TGAGGTAGTAGTTTGTGCTGTTA  miRNA súper Variante  let-7i  1.359 1.805 
TGAGGTAGTAGTTTGTGCTGTTAA  miRNA súper Variante  let-7i  2 5 
TGAGGTAGTAGTTTGTGCTGTTAAA  miRNA súper Variante  let-7i  388 459 
TGAGGTAGTAGTTTGTGCTGTTT  miRNA súper Variante  let-7i  355 470 
 
Este fenómeno ha sido previamente descrito por distintos autores observando 
cómo las modificaciones acumuladas en esta región afectan a la actividad de los 
miRNAs (Brennecke et al., 2005; Doench and Sharp, 2004; Kloosterman and Plasterk, 
2006; Lai, 2002). Algunos estudios otorgan importancia a la contribución de los 
nucleótidos situados en otras posiciones distintas a la región “seed” de la secuencia 
madura de miRNA durante el silenciamiento (Grimson et al., 2007; Nielsen et al., 
2007). 
El análisis de la población de miRNAs a partir de los datos obtenidos mediante 
secuenciación masiva continuó con la clasificación de las distintas formas maduras 
encontradas. Las formas maduras fueron clasificadas en cinco clases y dieciocho 
subclases mostradas en la figura 14. Dicha clasificación es reflejo tanto de la actividad 
de mecanismos capaces de introducir modificaciones dentro de las secuencias de los 
miRNAs, como del procesamiento de las moléculas precursoras durante la biogénesis 
de miRNAs por el complejo microprocesador y Dicer. 
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Ante el panorama de diversidad observado dentro de la población de miRNAs, 
quisimos analizar qué subclases dentro de las formas maduras eran las predominantes 
en las etapas de ovocito y cigoto. Para ello cuantificamos la expresión de las distintas 
formas maduras. Las formas maduras mas representadas en ambas muestras fueron 
las formas isomiR variante y no las formas maduras canónicas. Sorprendentemente, a 
través de la representación de los valores de expresión de las distintas subclases en las 
que clasificamos las formas maduras de miRNA, observamos un patrón de expresión 
idéntico en ovocito y cigoto (figura 52).  
Realmente, el patrón de expresión idéntico es reflejo de la propia biogénesis de 
los miRNAs en ambas etapas. Es decir, si las formas predominantes del miR-143 son las 
formas sub-, tanto en ovocito como en cigoto, significa que el corte bien del complejo 
microprocesador o bien de Dicer, genera mayoritariamente formas de menor tamaño 
que las canónicas. 
Además, el patrón de procesamiento desde las formas precursoras a las formas 
maduras, parece ser específico de la secuencia, para cada miRNA. Así, las moléculas 
precursoras a partir de las que se originan los miRNAs pertenecientes a una misma 
familia, parecen ser procesadas de forma semejante, y se generan de forma 
predominante moléculas maduras de las mismas subclases (figura 53).  
 Estos datos plantean un procesamiento específico de cada molécula precursora 
de miRNA. No se conocen en profundidad los mecanismos por los cuales interaccionan 
los elementos proteicos de la maquinaria de biogénesis de miRNAs con las propias 
moléculas precursoras de estos miRNAs. Es difícilmente interpretable que los 
elementos proteicos de la ruta de biogénesis de miRNAs sean capaces de reconocer 
cada miRNA dentro de un contexto de especificidad gobernado por la secuencia de 
nucleótidos de cada miRNA. Nuestra interpretación aboga por la existencia de un 
reconocimiento específico de cada molécula precursora de miRNA, a nivel de la 
estructura secundaria o quizá terciaria de las formas precursoras de miRNA. De esta 
forma cada precursor de miRNA tendría una estructura determinada en función de su 
secuencia de nucleótidos. Aquellas moléculas precursoras que tengan una mayor 
grado de similitud de secuencia (por ejemplo las pertenecientes a la misma familia de 
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miRNAs), serán procesadas de forma similar (figura 53). Todo ello implica, que aquellos 
mecanismos capaces de introducir modificaciones a nivel de secuencia dentro de las 
moléculas precursoras de miRNAs, serían potencialmente capaces de alterar la 
estructura de la propia molécula precursora, y por tanto capaces de interferir en la 
propia biogénesis de miRNAs. De esta forma el conocimiento de los mecanismos 
postranscripcionales que pueden interferir en la biogénesis de miRNAs es fundamental 
a la hora de comprender la biosíntesis y función de los miRNAs.  
La distinta actividad de los mecanismos de regulación transcripcional, podría 
generar a su vez diferentes patrones de procesamiento en distintos tipos celulares. Por 
ejemplo, se había observado que los niveles de expresión de miRNAs que están 
próximos dentro de una región genómica, son similares en muchos tipos celulares 
(Bartel, 2004; Baskerville and Bartel, 2005). Sin embargo, el análisis de expresión de los 
miRNAs localizados dentro de regiones menores de 0.5 Kb, llevado a cabo durante el 
presente trabajo, señala la existencia de una regulación de la expresión de los miRNAs 
independiente de su localización genómica (figura 41). 
LAS FORMAS MADURAS NO CANÓNICAS SON PREDOMINANTES DURANTE LAS ETAPAS DE OVOCITO Y 
CIGOTO.  
Observamos una predominancia de formas maduras no canónicas frente a 
aquellas consideradas como canónicas en las bases de datos. Esto abre un debate 
acerca de la conveniencia de análisis de expresión basados en sondas de hidrólisis 
diseñadas para amplificar los miRNAs canónicos. Comparamos el análisis realizado 
mediante “arrays” de baja densidad, con los resultados obtenidos a partir de 
secuenciación masiva, centrándonos en aquellos genes que solo habían sido 
detectados en una única etapa durante el desarrollo embrionario preimplantacional 
(figura 34). En dicho análisis, ninguno de los genes considerados específicos, fue 
detectado en la etapa de ovocito. Sin embargo, mediante los datos de secuenciación 
masiva comprobamos que un 25% de los genes considerados como miRNAs específicos 
de etapa, fueron detectados también en ovocito. Es decir, las sondas de hidrólisis 
utilizadas para cuantificar la expresión de miRNAs específicos habían fallado en la 
detección las formas maduras canónicas en la etapa de ovocito. Además, en el resto de 
miRNAs considerados como específicos de etapa, si bien las formas consideradas 
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canónicas no fueron detectadas mediante secuenciación masiva en ovocito, sí existían 
multitud de formas variantes de miRNAs en esta etapa. Así, parece arriesgado definir a 
un miRNA como específico de etapa a partir de ensayos basados en la cuantificación 
exclusiva de formas maduras canónicas, teniendo en cuenta la diversidad de formas 
maduras que se pueden originar a partir del procesamiento de una forma precursora 
concreta. 
A partir de los resultados obtenidos de la comparación de ambas metodologías, 
concluimos que el análisis de expresión mediante abordajes basados en la 
amplificación de miRNAs a través de sondas de hidrólisis tipo Taq-Man®, no parecen 
válidos por sí solos para determinar la especificidad de expresión de un miRNA. 
Además mediante dicho abordaje no se obtiene información de todas las formas 
maduras de un determinado miRNA, obviando de esta manera, algunas formas 
maduras que pudieran ser predominantemente expresadas. 
Estas consideraciones pueden tener importantes consecuencias cuando se 
pretenden plantear aspectos biotecnológicos de terapia génica basada en el uso de 
miRNAs como marcadores célula-específicos. 
Por otra parte, estudio de la biogénesis de miRNAs realizado en el presente 
trabajo, abre un debate acerca del significado del término miRNA canónico y su validez 
como estimador de la expresión de un miRNA concreto. Las formas consideradas 
canónicas para cada miRNA son las menos “canónicas” en la acepción de regla.  
Nuestro trabajo replantea el modelo de biogénesis de miRNAs establecido, 
describiendo un patrón de procesamiento de formas precursoras por parte del 
complejo Drosha/Dgcr8 y Dicer que parece específico para cada miRNA. La actividad 
de mecanismos capaces de modificar postranscripcionalmente las moléculas 
precursoras de miRNAs amplía las posibilidades de generación de formas maduras. Por 
todo ello, una mayor comprensión de los mecanismos de generación y función de los 
miRNAs parece imprescindible para la utilización de los mecanismos de interferencia 
en terapias génicas para patologías específicas (Aigner, 2011; Gandellini et al., 2011; 
Liu et al., 2011; Zhang et al., 2011a). 
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PIRNAS Y ENDO-SIRNAS. 
LOS PIRNAS SE ORIGINAN A PARTIR DE ELEMENTOS TRANSPONIBLES DE LA CLASE LINE, MIENTRAS 
QUE LOS ENDO-SIRNAS SE GENERAN A PARTIR DE ELEMENTOS DE LA CLASE LTR. 
El silenciamiento génico mediado por RNAs reguladores de pequeño tamaño 
involucra además de los miRNAs, a los piRNAs y endo-siRNAs. Una parte de las 
poblaciones de piRNAs y endo-siRNAs se originan a través del procesamiento de 
elementos transponibles del genoma. Como punto de partida para evaluar la 
participación de los piRNAs y los endo-siRNAs durante el desarrollo embrionario 
preimplantacional de ratón, analizamos la expresión de los elementos génicos que 
codifican proteínas de vital importancia en la biosíntesis y función de estos RNAs 
reguladores.  
En el caso de los endo-siRNAs nos servimos de los datos obtenidos en el estudio 
de la maquinaria de biogénesis de miRNAs, ya que Dicer y Ago2, también actúan en la 
generación de los endo-siRNAs. Mientras Dicer se expresa de forma elevada durante 
las etapas más tempranas del desarrollo embrionario preimplantacional, sobretodo en 
cigoto, Ago2 mantiene elevados niveles de expresión hasta cuatro células e incrementa 
notablemente la cantidad de transcritos en la etapa de 8 células (figura 15).  
El análisis de la población de endo-siRNAs (al igual que el de piRNAs) se ha 
centrado en las etapas de ovocito y cigoto. Dichas etapas del desarrollo se eligieron 
por ser necesario un estricto control de la actividad saltatoria de los elementos móviles 
del genoma, tras la fusión de los gametos y la activación del genoma cigótico que tiene 
lugar tras la fecundación.  
La expresión de Dicer en ovocito y cigoto concuerda con la abundancia de 
endo-siRNAs en ambas etapas del desarrollo. Al analizar qué clase de elementos 
móviles estaban siendo regulados por los endo-siRNAs en cada una de las etapas, 
encontramos los endo-siRNAs de ovocito y cigoto preferentemente unidos a 
elementos móviles de la clase LTR (figura 40 de resultados). Recientemente se ha 
descrito la interacción de endo-siRNAs con MERVL-Mm, (Ohnishi et al., 2010). La 
existencia de repeticiones invertidas dentro de las secuencias de esta clase de 
elementos móviles, les hace susceptibles a ser procesados por la proteína Dicer, de ahí 
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su asociación con endo-siRNAs. De hecho esta clase de elementos transponibles se 
encuentra altamente representada en los embriones Dicer-/- (Murchison et al., 2007). 
Dado que la presencia de Dicer parece imprescindible para la generación de endo-
siRNAs, es razonable pensar en una progresiva disminución de endo-siRNAs paralela a 
la disminución de la expresión de Dicer a partir de la etapa de dos células. El grupo de 
Ohnishi y colaboradores sugieren la existencia de un evento de sustitución de las 
poblaciones de endo-siRNAs y piRNAs por la de miRNAs en las etapas finales del 
desarrollo preimplantacional (Ohnishi et al., 2010). Sin embargo al igual que ocurre en 
la población de miRNAs, no se debería descartar un sistema de almacenamiento o 
reciclado de endo-siRNAs concretos que fueran imprescindibles para la regulación de 
los procesos de diferenciación que ocurren en la etapa de blastocisto. 
Evaluando los cambios detectados como los más representativos, observamos 
que tras la fecundación, se aprecia una drástica reducción en los niveles de endo-
siRNAs asociados a los elementos transponibles del cromosoma 12, sugerente de una 
posible inactivación de estos ETs (figura 56). La inactivación sería un reflejo de la 
perdida de actividad de un único ETs asociado al endo-siRNA_1272954. Se trata de un 
elemento transponible de la clase LTR denominado BGLll. Dicho elemento solo se ha 
detectado en ratón y funcionalmente se ha asociado a la regulación del proto-oncogen 
c-mos (Propst and Vande Woude, 1984; Wood et al., 1984). Se ha descrito a c-mos 
como un activador mitótico involucrado en la cascada de señalización de la ruta de las 
MAPK. En ovocito, parece actuar como regulador de la meiosis, teniendo un papel 
crucial en la correcta formación del huso meiótico tras la fecundación (Hashimoto, 
1996; Hashimoto et al., 1994). La activación del elemento transponible BGLll, podría 
provocar inestabilidad de la región genómica donde se localiza c-mos. Tras la 
fecundación el número de moléculas secuenciadas de ese endo-siRNA se reduce más 
de 3.000 veces. Esto podría ser interpretado como una inactivación de BGLll, puesto 
que los endo-siRNAs se generan a partir del procesamiento por Dicer y Ago2 de los ETs 
que regulan. Se ha descrito que la activación de secuencias altamente repetidas de 
tipo Alu, genera inestabilidad en regiones genómica próximas a su localización 
(Calabretta et al., 1982). De este modo el endo-siRNA_1272954, estaría evitando la 
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transposición de BGLll, que podría ser potencialmente dañina sobre la actividad de c-
mos. 
 Además observamos una gran profusión y una distribución muy amplia de 
endo-siRNAs asociados a los elementos transponibles en el cromosoma X. Dicha 
observación podría estar inicialmente relacionada con una mayor acumulación de 
elementos transponibles en los cromosomas sexuales, respecto a los autosómicos, lo 
cual podría tener relación con la evolución de los cromosomas sexuales a partir de los 
autosómicos y por tanto una acumulación de ETs en estos, a través de la evolución. 
Respecto al cromosoma Y, es de destacar que su presencia en teóricamente el 50% de 
los cigotos nos permite evidenciar una acumulación de endo-siRNAs asociados a ETs, 
que tienen sus loci en la región específica de expresión masculina (MSY-male specific 
Y”) distal de la región pseudo-autosómica. Esta localización se corresponde con la 
región de expresión de genes “MSY”, tales como: Zfy1, Ube1y, Eif2s3y, Uty, Ddx3y, 
Usp9y, Zfy2 y Sry.  
En cuanto a la generación de piRNAs, existen controversias acerca de su 
biogénesis y sus mecanismos de acción. Asociados a su expresión en 
espermatogénesis, se han descrito dos poblaciones distintas de piRNAs que no 
parecen compartir los mecanismos de biosíntesis: los piRNAs denominados pre-
paquiténicos y los piRNAs paquiténicos (Aravin et al., 2006; Girard et al., 2006; Grivna 
et al., 2006a). Los primeros que podrían interactuar con las proteínas Piwil2 y Piwil4 
(Aravin et al., 2006; Girard et al., 2006; Grivna et al., 2006a), se han detectado durante 
la maduración de los gametos masculinos antes de la fase meiótica paquitena, y se 
encuentran asociados a elementos de las clases LINE, SINE y LTR principalmente. Los 
segundos se han localizado durante la fase de paquitena y se encuentran asociados a 
Piwil1 y Piwil2 (Aravin et al., 2006) (Girard et al., 2006) (Grivna et al., 2006a). Estos 
piRNAs de tipo paquiténico no se han estudiado en profundidad y se desconoce cuáles 
pueden ser sus funciones. 
Los loci de los piRNAs no se encuentran distribuidos de forma aleatoria en el 
genoma, sino que más del 96% de los piRNAs descritos en ratón se agrupan en unas 
pocas regiones genómicas concretas. Estas agrupaciones han sido denominadas mono-
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direccionales o bidireccionales se originan a partir de la transcripción de una o de las 
dos cadenas respectivamente (figura 65) 
 
Figura 65. Organización cromosómica de los piRNAs. Los grupos bidireccionales generan transcritos 
“sentido” (en color azul) y “antisentido” (en color rojo) complementarios entre sí. Tras el procesamiento 
(independiente de Dicer) los piRNAs interaccionan con las proteínas de la subfamilia PIWI y silencian los 
elementos transponibles mediante mecanismos desconocidos actualmente (figura adaptada de Saito y 
colaboradores (Saito and Siomi, 2010))  
Hemos caracterizado los integrantes de la población de piRNAs denominados 
como pre-paquiténicos, en ovocito y la formación del genoma cigótico. Esta 
denominación proviene de su descubrimiento a partir de experimentos realizados con 
células de la línea germinal masculina (Aravin et al., 2006; Girard et al., 2006; Grivna et 
al., 2006a). En dichos experimentos se identificaron una serie de piRNAs con 
características comunes, y predominantes en células pre-paquiténicas. Sin embargo la 
gametogénesis en la línea germinal femenina difiere notablemente de la masculina. 
Así, aunque los piRNAs detectados en nuestro trabajo, tanto en ovocito como en 
cigoto, posean características funcionales similares a los piRNAs denominados pre-
paquiténicos, su origen podría no guardar relación con la misma etapa meiótica 
durante la maduración ovocitaria (que ocurre durante el periodo fetal). Por tanto, la 
denominación actual de las dos clases de piRNAs detectados, no parece ser la más 
adecuada para los piRNAs detectados en otros tipos celulares distintos de los 
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existentes dentro de la línea germinal masculina. Sin embargo, el reciente 
descubrimiento de este tipo de RNAs reguladores, genera una ausencia de 
nomenclatura idónea para los piRNAs. Esto sucede también con los endo-siRNAs. 
Comenzamos analizando la expresión de los genes de la familia PIWI (figura 20). 
No detectamos expresión génica de ninguno de ellos durante las etapas del desarrollo 
embrionario preimplantacional. Durante la maduración del ovocito, se ha descrito la 
existencia de la proteína Piwil2, aunque se observa una reducción a nivel proteico en el 
ovocito maduro respecto a etapas previas en la maduración (Watanabe et al., 2008). 
Además, a pesar de que las mutaciones que afectan a las proteínas de la subfamilia 
PIWI tienen severas consecuencias en las células de la línea germinal masculina 
(disfunciones testiculares y esterilidad) (Aravin et al., 2006; Girard et al., 2006; Grivna 
et al., 2006a), las mismas mutaciones en la línea germinal femenina no presentaban 
aparentemente ningún tipo de anormalidad. Por tanto no nos sorprendió no detectar 
expresión de los miembros de la subfamilia PIWI durante las etapas embrionarias 
desde ovocito a blastocisto. 
Sorprendentemente, sí detectamos un incremento considerable de la 
diversidad en la población de piRNAs en la etapa de cigoto respecto a la de ovocito 
(tabla 8). Los piRNAs detectados se asociaban predominantemente a los ETs de la clase 
LINE (figura 60). Dichos elementos móviles mostraban patrones de activación e 
inactivación durante la transición entre ovocito y cigoto. Los ETs localizados en el 
cromosoma 10 podrían interpretarse como una inactivación, tras la fecundación. De 
forma contraria, los ETs localizados en los cromosomas 16, 17 y X, incrementaron su 
actividad en cigoto.  
A la hora de interpretar los incrementos y reducciones en la expresión de piRNAs 
(y endo-siRNAs) como procesos de activación/inactivación de los ETs a los que se 
asocian estos RNAs reguladores asumimos que los casos donde detectamos un 
incremento en el número de moléculas secuenciadas, son indicativos de la activación 
de dichos ETs, debido a que los piRNAs (y también de la de los endo-siRNAs) se originan 
de los propios ETs que ellos mismos regulan. No podemos afirmar que la reducción del 
número de moléculas secuenciadas para un piRNAs (o endo-siRNAs) concreto asociado 
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a un ETs, se deba exclusivamente a la inactivación del propio elemento transponible. 
No obstante, en los casos en que la reducción de los piRNAs (o endo-siRNAs) no fuese 
acompañada de una inactivación de sus ETs correspondientes, implicaría una ausencia 
de regulación de dicho elemento transponible, que tendría consecuencias fatales en la 
viabilidad del propio organismo, como se ha descrito en los mutantes nulos tanto de 
Dicer como de Ago2 (Kaneda et al., 2009; Lykke-Andersen et al., 2008; Murchison et al., 
2007)   
Dos de los elementos transponibles que más aumentaron su expresión tras la 
fecundación y que se localizan en el cromosoma 17, pertenecen a la familia L1 de la 
clase LINE. Estos ETs han sido relacionados con el proceso de inactivación del 
cromosoma X (Chow et al., 2010). La familia L1 de elementos transponibles se 
encuentra enriquecida en el cromosoma X (Lyon, 1998), y es la causante principal del 
aumento de la expresión de ETs detectada tras la fecundación en ese cromosoma 
(figuras 61 y 62). Los LINEs son elementos transponibles autónomos también 
conocidos como retrotransposones no-LTR, que pueden tener hasta una longitud de 7 
kb. La actividad de estos elementos intactos puede dar lugar a eventos de 
retrotransposición en células tanto de la línea somática y como de la línea germinal 
(Chow et al., 2010). Teniendo en cuenta el riesgo potencial que representa la libre 
transposición de estos elementos para la integridad del genoma, la transposición de 
estos ETs parecen estar regulada a través de la actividad de los piRNAs. En ovocito y 
cigoto dos piRNAs: piRNA_1175841, piRNA_1428762; de nueva predicción en este 
trabajo, estarían implicados en impedir la libre transposición de estos ETs.  
La falta de estudios acerca de los mecanismos de biogénesis y función de 
piRNAs, dificulta el análisis de los resultados obtenidos por secuenciación masiva. De 
hecho, el modelo propuesto actualmente y que hemos relatado en la introducción del 
presente trabajo, se basa en estudios desarrollados en la línea germinal masculina de 
D. melanogaster. Es posible que aunque los mecanismos funcionales estén destinados 
a la regulación de elementos transponibles en ambos organismos, la biogénesis e 
incluso la estrategia de silenciamiento de los piRNAs de mamífero, puedan ser 
diferentes. El aumento en la diversidad poblacional observada en cigoto, es aportado 
por los piRNAs de nueva predicción descritos en nuestro trabajo (tabla 6). De hecho, la 
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población de piRNAs previamente anotados en la base de datos utilizada (“piRNA 
database”), mostraba una reducción tanto en diversidad como en abundancia de 
secuencias (tabla 6 de resultados). Los piRNAs presentes en esta base de datos, fueron 
anotados a partir de trabajos previos en testículo (Aravin et al., 2006; Girard et al., 
2006; Grivna et al., 2006a; Grivna et al., 2006b).  
La asociación de los piRNAs a elementos de la clase LINE podría también 
responder a particularidades dentro de las secuencias de estos elementos móviles. Sin 
embargo, el proceso de biogénesis de los piRNAs no está bien caracterizado y se 
desconoce la naturaleza de las formas precursoras primarias a partir de las cuales 
comienza el denominado mecanismo de “ping-pong” (figura 5), si este es tan general 
como se ha propuesto. 
La acumulación tanto de endo-siRNAs como de piRNAs detectada en el 
cromosoma X, era esperable desde el punto de vista evolutivo, debido a que la 
inserción de elementos móviles transponibles dentro de los genomas es menos 
deletérea en los cromosomas sexuales que en los autosómicos al poseer los primeros 
una menor cantidad de unidades transcripcionales activas (Ollinger et al., 2010). 
Además los ETs localizados en el cromosoma X, parecen tener una participación crucial 
durante la inactivación génica del cromosoma X en hembras XX (Lyon, 1998). 
MIRNAS, ENDO-SIRNAS Y PIRNAS COMO REGULADORES DE LA EMBRIOGÉNESIS. 
Tras la fecundación, el ovocito sufre una serie de transformaciones dando lugar 
a una célula diploide denominada cigoto, con características totipotentes. La transición 
desde el genoma haploide de cada uno de los gametos hasta la activación del genoma 
cigótico diploide tiene dos componentes esenciales: el control de la estabilidad del 
nuevo genoma formado a partir de la fusión de los gametos, regulada en función del 
control de los elementos móviles, y la transición desde los transcritos maternos hasta 
los transcritos cigóticos. 
Los miRNAs fueron los primeros RNAs reguladores de pequeño tamaño cuya 
funcionalidad fue evaluada durante el desarrollo embrionario. Durante el desarrollo 
embrionario de D. rerio o X. laevis, los miRNAs parecen estar involucrados en la 
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deadenilación y posterior eliminación de mensajeros maternos. Sin embargo, en 
mamíferos se han involucrado en la regulación de la pluripotencia de las células 
troncales embrionarias. Además de ser capaces de originar cualquier linaje celular, las 
células troncales embrionarias poseen capacidad de auto-renovación. Ambas 
cualidades se sustentan en la regulación de una serie de genes y factores de expresión 
como Oct4, Sox2, Nanog o Myc. En dicha regulación se han implicado miRNAs de 
diversas familias (familia miR-290-295 y miR-467), así como un recambio poblacional 
de miRNAs que tiene como común denominador la progresiva eliminación de los 
miRNAs de la familia let-7.   
LOS MIRNAS IMPLICADOS EN LA REGULACIÓN DE LA DIFERENCIACIÓN Y PROLIFERACIÓN CELULAR. 
Utilizando servidores informáticos de predicción de mRNAs regulados a través 
de la función de miRNAs concretos, confirmamos la participación de los mRNAs 
regulados por la familia let-7 en el control del ciclo celular y en la ruta de activación de 
Oct4 (figura 47). Del mismo modo los mensajeros regulados por los miRNAs 
pertenecientes a las familias miR-30 y miR-290-295, participan en rutas relacionadas 
con la proliferación y diferenciación celular (figuras 47 y 48). Un ejemplo del papel de 
los miRNAs en la regulación de la pluripotencia se ilustra en la figura 64, donde además 
de la participación de miembros de la familia miR-290-295 reprimiendo factores de 
expresión que promueven la diferenciación celular, se observa otros miRNAs actuando 
sobre factores de expresión como Sall4, Zfp42 o Tcl1 que promueven un estado de 
pluripotencia celular. 
Paradójicamente, cuando a través de ensayos de hibridación in situ, RNA/RNA, 
evaluamos la localización del miRNA miR-295, en embriones en la etapa de blastocisto, 
la sonda hibridaba tanto en las células de la masa celular interna como en las células 
del trofoectodermo (figura 49). Es posible que en ausencia de factores como Oct4, 
Sox2, Nanog o c-Myc, el miRNA-295 este regulando otros elementos génicos que no 
participan en la ruta de mantenimiento de diferenciación o proliferación celular. Sin 
embargo, estas observaciones podrían ser interpretadas como el mantenimiento de un 
estado intermedio entre la pluripotencia y la diferenciación, en las células del 
trofoectodermo, en las primeras fases de la formación del blastocisto. Análisis 
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realizados en embriones ya implantados (a día 6,5 p.c.), también mediante hibridación 
in situ utilizando sondas LNA, muestran la expresión uniforme del miR-295 tanto en el 
epiblasto como en el trofoblasto y no en el endodermo visceral. Sin embargo la señal 
observada en las imágenes de hibridación in situ es más evidente en el linaje 
extraembrionario del trofoectodermo (Lomba, 2009).  
El primer evento de diferenciación de las células madre embrionarias, da lugar 
a la formación de las capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo. Dos 
miembros de la familia TGF-β, Nodal y Lefty, regulan la formación de las capas 
germinales (Schier, 2009). Nodal promueve la formación del mesodermo y el 
endodermo, mientras que Lefty bloquea la señalización de Nodal promoviendo el 
desarrollo del ectodermo. En la regulación de la ruta de señalización de la familia TGF-
β, se implican miRNAs de todos los grupos (figura 40). Además fue la ruta molecular 
que más genes diana potenciales involucraba. 
Se ha observado una reducción de la cantidad de miRNAs durante la transición 
entre las etapas de ovocito y cigoto, sugiriéndose la existencia de un patrón de 
degradación masiva de miRNAs maternos similar al que se produce con los mRNAs 
(Svoboda and Flemr, 2010). La cantidad de miRNAs vuelve a aumentar tras la 
activación del genoma cigótico en la etapa de dos células. La degradación masiva de 
miRNAs tras la fecundación, se ha achacado a que el pequeño tamaño de los miRNAs 
les impide ser degradados de forma selectiva (Svoboda and Flemr, 2010). Sin embargo 
la transcripción si parece ser selectiva observándose patrones de expresión diferentes 
incluso para miembros de una mismo “cluster”. 
En relación con los perfiles de expresión de los miRNAs durante las etapas del 
desarrollo preimplantacional de ratón, se han clasificado los miRNAs en tres grupos 
principales (Svoboda and Flemr, 2010): miRNAs de herencia materna, miRNAs 
maternos pero que están presentes durante todas las etapas del desarrollo 
preimplantacional y miRNAs de origen cigótico (ver figura 66). Por nuestros resultados, 
mediante el análisis global de los miRNAs canónicos, también detectamos tres grupos 
funcionales de miRNAs, si bien habrá que completar mediante secuenciación masiva 
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todas las etapas hasta blastocisto para precisar el patrón de expresión sugerido. 
Proyecto que esperamos iniciar próximamente. 
 
Figura 66. Perfiles de expresión de miRNAs durante el desarrollo embrionario preimplantacional 
(adaptada de Svoboda y colaboradores (Svoboda and Flemr, 2010)) 
LOS ENDO-SIRNAS Y LOS PIRNAS COMO ELEMENTOS PROTECTORES DEL GENOMA. 
La presencia conjunta de los tres mecanismos de silenciamiento mediado por 
RNAs reguladores de pequeño tamaño: miRNAs, endo-siRNAs y piRNAs, es una 
característica particular del desarrollo embrionario preimplantacional. Del mismo 
modo que la actividad de los miRNAs es esencial en las etapas finales del desarrollo 
embrionario preimplantacional, la regulación mediada por los piRNAs y los endo-
siRNAs es fundamental para evitar la libre transposición de los elementos móviles del 
genoma, en las etapas más tempranas del desarrollo (Murchison et al., 2007; Nilsen, 
2008; Nonogaki, 2010; O'Donnell and Boeke, 2007).  
No obstante, la implicación de los endo-siRNAs y los piRNAs no parece 
quedarse en la regulación de los elementos móviles transponibles del genoma. Los 
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endo-siRNAs generados a partir de pseudogenes participan en la regulación de mRNAs 
(Tam et al., 2008) sin que se haya determinado de forma exacta los mecanismos de tal 
regulación.  
Por otra parte, la irrupción de los endo-siRNAs en el panorama de los RNAs 
reguladores asociados a las proteínas de la familia Argonauta, y su posible interacción 
en la regulación de mRNAs, podría explicar el incremento de los niveles de expresión 
de Ago2 detectados en la etapa de ocho células cuando la expresión del resto de 
elementos de la maquinaria de biogénesis de miRNAs se encuentra muy reducida. Esto 
relacionaría a los endo-siRNAs en la regulación del segundo gran evento de activación 
génica (MGA) localizado en la transición entre las etapas de cuatro y ocho células. 
Análisis iniciales de secuenciación masiva llevados a cabo en mórula y blastocisto 
confirman la existencia de endo-siRNAs y piRNAs en ambas etapas (Ohnishi et al., 
2010), sugiriendo la intervención de estos dos tipos RNAs en la regulación de eventos 
de proliferación y diferenciación celular. 
Recientemente, en nuestro laboratorio se ha confirmado la existencia de endo-
siRNAs durante el desarrollo de la línea germinal masculina. El análisis mediante 
secuenciación masiva llevado a cabo en células germinales primordiales o PGCs 
(“Primordial Germ Cells”), espermatogonias y espermatozoides, ha reportado datos 
acerca de una diversidad poblacional de endo-siRNAs similar a la descrita en ovocito y 
cigoto (manuscritos en preparación).  
Los datos presentados el presente trabajo involucran a las poblaciones de 
miRNA, endo-siRNA y piRNAs en la regulación de los dos eventos más importantes que 
tienen lugar durante el desarrollo embrionario preimplantacional: la fecundación y 
consiguiente activación del genoma cigótico, y la regulación de la diferenciación y 
proliferación celular iniciales en el desarrollo de un nuevo organismo. 
A partir de nuestras observación y apoyándonos en datos previos de otros 
autores proponemos un modelo de biogénesis y función de RNAs reguladores de 
pequeño tamaño que hemos resumido en la figura 67. En dicho modelo se introduce 
también la participación de los mecanismos de edición llevados a cabo por ADAR, 
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como modulador de la biogénesis de miRNAs y su posible degradación por Tudor-SN 
asociada a los “cuerpos-T”. 
 
Figura 67. Biogénesis de los RNAs reguladores de pequeño tamaño. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS EN EL ESTUDIO DE LOS RNAS REGULADORES DE PEQUEÑO 
TAMAÑO Y SUS MECANISMOS DE ACCIÓN. 
La aparición de técnicas como la secuenciación masiva ha ampliado nuestro 
conocimiento acerca de la variedad de moléculas de RNA de pequeño tamaño 
existentes en las células. Esto genera nuevos retos a la hora de distinguir entre RNAs 
pequeños funcionales y RNAs pequeños aparentemente carentes de función. Además 
hay una gran cantidad de secuencias de RNA de pequeño tamaño no clasificadas cuyo 
origen y funcionalidad son actualmente desconocidos. En nuestros datos de 
secuenciación masiva aproximadamente un 30 % de las secuencias totales en ambas 
muestras, no pudieron ser clasificadas.  
Por otra parte, los RNAs de pequeño tamaño que hemos predicho y clasificado 
como endo-siRNAs o piRNAs, deben ser evaluados mediante otros abordajes 
experimentales. La confirmación de su expresión por medio de otras técnicas y su 
asociación con las proteínas de la familia Argonauta facilitarán su validación como 
RNAs reguladores.  
Aunque la biogénesis de miRNAs está mejor caracterizada que la de endo-
siRNAs y la de piRNAs, hemos comprobado como existen muchas incógnitas sin 
resolver. Se hace necesario un estudio más profundo de elementos como el complejo 
microprocesador o las proteínas de la subfamilia argonauta, así como profundizar en el 
análisis de la prevalencia de moléculas de miRNAs unidas en forma de dúplex y el 
reciclado de miRNAs a partir de la región 3´ UTR de los mRNAs que ellos mismos 
regulan. Además es necesario entender el significado de las modificaciones que 
afectan a las secuencias de miRNAs, y su posible influencia sobre la estructura 
secundaria de las formas precursoras.  
Existe un mayor desconocimiento sobre la biosíntesis y función de los piRNAs, 
ya que el mecanismo de ping-pong no explica la generación de los piRNAs de tipo 
paquiténico descubiertos en ratón y además nuestros datos sugieren la existencia de 
mecanismos de biosíntesis y función independientes de las proteínas de la familia PIWI 
en cigoto. 
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Por otra parte existen otros tipos de RNAs reguladores de pequeño tamaño 
como los mirtrones, que no se generan mediante rutas canónicas y están menos 
estudiados. Aunque la mayoría de ellos parecen ser menos abundantes que los 
miRNAs, los piRNAs o los endo-siRNAs, los mirtrones podrían llevar a cabo funciones 
importantes y que hasta ahora son desconocidas. 
Profundizar en el conocimiento de los RNAs reguladores de pequeño tamaño 
nos puede ayudar a entender mejor la regulación de las complejas redes génicas que 
gobiernan el metabolismo celular, y aumentar la eficiencia de las estrategias 
empleadas para en la manipulación genética.    
El complejo proceso que comporta la fecundación y la evolución ontogénica 
hasta blastocisto, en la etapa preimplantacional, se ha demostrado no solo de gran 
relevancia biológica, sino de especial interés en el análisis de la regulación génica 
mediada por los RNAs de pequeño tamaño estudiados en este trabajo. 
A pesar de sus dificultades como material biológico experimental, 
consideramos que la progresión en su estudio abrirá nuevas vías de conocimiento 
básico y de potencial translación clínica y agropecuaria. 
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CONCLUSIONES DEL PRESENTE TRABAJO. 
1. Los genes codificantes de proteínas clave en la biogénesis de miRNAs (Drosha, 
Dgcr8, Xpo-5, Dicer, Ago1, Ago2, Ago3 y Ago4) experimentan en ratón, a 
excepción de Ago2, una progresiva disminución de su expresión desde la etapa 
de cigoto hasta la etapa de blastocisto. Estos datos apoyarían una hipótesis 
establecida indicando un papel muy limitado para los miRNAs en las primeras 
etapas embrionarias. 
2. El análisis de la dinámica de biogénesis desde las formas precursoras de 
miRNAs (pri-microRNA, y pre-microRNA) a formas maduras funcionales, indica 
posibles mecanismos alternativos de procesamiento para algunos miRNAs 
(como miR-292-3p y miR-292-5p). Este procesamiento parece ser 
independiente de la actividad de Dicer y Drosha, sugiriendo la existencia de 
reservorios celulares a partir de los cuales, RNAs de cadena doble son capaces 
de movilizar la disponibilidad inmediata de miRNAs maduros. 
3. Los miRNAs incrementan su expresión progresivamente tras la activación del 
genoma cigótico, de forma inversa a lo que sucede con los elementos que 
participan en su biogénesis. 
4. De las tres conclusiones anteriores podemos deducir que en el desarrollo de 
cigoto a blastocisto se produce una regulación negativa global de los elementos 
de biogénesis. Sin embargo, detectamos la activación selectiva de ciertos 
miRNAs mediante mecanismos alternativos no descritos ni considerados en 
estudios anteriores. 
5. La “edición” de miRNAs, mediante las proteínas de la familia ADAR, parece 
jugar un papel importante en el marcaje selectivo de moléculas precursoras de 
miRNAs durante el desarrollo embrionario preimplantacional, siendo las formas 
no editadas las positivamente seleccionadas. 
6. La participación activa de la proteína Tudor-SN en la degradación de miRNAs 
editados podría estar asociada a complejos de degradación de RNAs como los 
“cuerpos P”. Por nuestros resultados, podemos concluir que Tudor-SN no co-
localiza con los ”cuerpos P” sugiriendo vías de degradación independientes. 
Tudor-SN se expresa abundantemente en ovocito y cigoto y parece organizarse 
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en forma de gránulos citoplasmáticos que hemos denominado “Cuerpos-T”, 
que se hacen más patentes en mórula y blastocisto.  
7. Mediante la identificación por secuenciación masiva de las moléculas de miRNA 
y su clasificación bioinformática podemos concluir que, tanto en ovocito como 
en cigoto, existe una amplia diversidad tanto en tamaño como en secuencia 
dentro de la población de moléculas identificadas como miRNAs. El patrón de 
esta variabilidad es específico para cada miRNA, observándose en general que 
las secuencias anotadas como canónicas en las bases de datos no son las más 
representadas. El procesamiento desde las formas precursoras a las formas 
maduras de miRNA, parece depender de la estructura secundaria de dichas 
formas precursoras. Así, las formas maduras, pertenecientes a una misma 
familia de miRNAs, muestran procesamientos similares de sus formas 
precursoras. Además, hemos identificado 182 nuevos miRNAs en ovocito y 
cigoto respectivamente, cuya posible función deberá ser abordada en estudios 
posteriores. 
8. Los RNAs de pequeño tamaño asociados a secuencias altamente repetidas del 
genoma (rasRNAs) constituyen la población de RNA más abundante en ovocito 
y cigoto. Del total de rasRNAs, más del 50% han sido clasificadas como endo-
siRNAs o piRNAs durante el presente trabajo. 
9. Los endo-siRNAs se asocian predominantemente a elementos transponibles  
(ETs) de la clase LTR, mientras que los piRNAs se asocian mayoritariamente a 
ETs de la clase LINE. 
10. Tras la fecundación, se producen fenómenos de activación e inactivación de los 
ETs asociados a endo-siRNAs y piRNAs. Algunos de los fenómenos de activación 
detectados en el presente trabajo afectan a ETs de la clase LINE asociados a 
piRNAs, que podrían estar participando en la inactivación del cromosoma X. 
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Tabla 1. Análisis estadístico de los valores de expresión relativa de los genes codificantes de proteínas claves en la biogénesis 
de miRNAs. Las diferencias se consideran significativas con un p-valor ≤ 0.001 (++). Las diferencias se consideran significativas con un p-valor ≤ 0.01 (+). Las diferencias se consideran significativas con un p-valor > 0.01 (-). La desviación estándar se representa como #,### ± SD. El análisis estadístico fue realizado mediante el estadístico DHS de Tukey. Todos los datos de expresión fueron normalizados 
y relativizada en relación con la expresión de Ppia y H2afz.  Ovocito Cigoto 2 células 4 células 8 células Mórula Blastocisto Cerebro Testículo Drosha 
4,586 ± 0,19 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - Ovocito 
 0,1589 ± 0,009 - - - - - ++ + Cigoto   0,0474 ± 0,007 - - - - ++ + 2 células    0,042 ± 0,004 - - - ++ + 4 células     0,0717 ± 0,01 - - ++ + 8 células      0,0909 ± 0,01 - ++ + Mórula       0,489 ± 0,001 ++ + Blastocisto        11,76 ± 0,27 ++ Cerebro         3,718 ± 0,05 Testículo  Ovocito Cigoto 2 células 4 células  8 células Mórula Blastocisto Cerebro Testículo Dgcr8 
0,7803 ± 0,019 + ++ ++ ++ ++ ++ - - Ovocito 
 0,1184 ± 0,012 - - - - - - ++ Cigoto   0,0808 ± 0,002 - - - - + ++ 2 células    0,0433 ± 0,003 - - - + ++ 4 células     0,0538 ± 0,001 - - + ++ 8 células      0,0178 ± 0,001 - + ++ Mórula       0,0168 ± 0,005 + ++ Blastocisto        0,601 ± 0,009 - Cerebro         0,8322 ± 0,004 Testículo 
 Ovocito Cigoto 2 células 4 células  8 células Mórula Blastocisto Cerebro Testículo Xpo5 
1,6956 ± 0,052 - - - - - - ++ ++ Ovocito   2,3731 ± 0,009 - + - - ++ ++ + Cigoto 
    0,8692 ± 0,144 - - - - ++ ++ 2 células       0,3237 ± 0,162 - + - ++ ++ 4 células         0,9594 ± 0,144 - - ++ ++ 8 células           2,3922 ± 0,020 ++ ++ + Mórula             0,0729 ± 0,021 ++ ++ Blastocisto 
       5,0842 ± 0,121 - Cerebro          4,127 ± 0,187 Testículo  Ovocito Cigoto 2 células 4 células  8 células Mórula Blastocisto Cerebro Testículo Dicer 
2,9539 ± 0,36 ++ - ++ ++ ++ ++ - - Ovocito 
 8,8402 ± 0,51 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ Cigoto   2,2645 ± 0,02 + + + + - - 2 células    0,2206 ± 0,036 - - - + + 4 células     0,1188 ± 0,021 - - + + 8 células      0,0574 ± 0,002 - + + Mórula       0,0163 ± 0,003 + + Blastocisto        2,4846 ± 0,06 - Cerebro         1,2666 ± 0,16 Testículo  
Ovocito Cigoto 2 células 4 células  8 células Mórula Blastocisto Cerebro Testículo Ago1 
0,0042 ± 0,0007 - ++ - - - - ++ - Ovocito 
 0,0064 ± 0,0007 ++ - - - - ++ - Cigoto   0,5166 ± 0,05 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 2 células    0,0254 ± 0,001 - - - ++ - 4 células     0,0494 ± 0,01 - - ++ - 8 células      0,0112 ± 0,0003 - ++ - Mórula       0,0022 ± 0,0005 ++ - Blastocisto        1,3785 ± 0,0023 ++ Cerebro         0,0685 ± 0,0025 Testículo  Ovocito Cigoto 2 células 4 células  8 células Mórula Blastocisto Cerebro Testículo Ago2 
5,6775 ± 0,82 - ++ ++ ++ ++ ++ ++ + Ovocito 
 5,4632 ± 0,18 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + Cigoto   0,9866 ± 0,03 ++ ++ + + ++ ++ 2 células    7,9547 ± 0,95 ++ ++ ++ ++ - 4 células     12,005 ± 0,02 ++ ++ - ++ 8 células      0,0761 ± 0,001 - ++ ++ Mórula 
      0,0203 ± 0,0002 ++ ++ Blastocisto        10,949 ± 0,64 ++ Cerebro         7,4291 ± 0,12 Testículo   
Ovocito Cigoto 2 células 4 células  8 células Mórula Blastocisto Cerebro Testículo Ago3 
0,0735 ± 0,0053 - ++ - - - - ++ - Ovocito 
 0,0149 ± 0,0022 ++ - - - - ++ - Cigoto   1,7925 ± 0,222 ++ ++ ++ ++ - ++ 2 células    0,3331 ± 0,09 - - - ++ - 4 células     0,2639 ± 0,023 - - ++ - 8 células 
     0,1415 ± 0,0034 - ++ - Mórula       0,034 ± 0,0003 ++ - Blastocisto        2,1526 ± 0,032 ++ Cerebro         0,1698 ± 0,009 Testículo  Ovocito Cigoto 2 células 4 células  8 células Mórula Blastocisto Cerebro Testículo Ago4 
0,1435 ± 0,0086 - ++ - - - - + ++ Ovocito 
 0,1086 ± 0,0099 ++ - - - - ++ ++ Cigoto   1,2831 ± 0,22 ++ ++ ++ ++ ++ - 2 células    0,1533 ± 0,031 - - - + ++ 4 células     0,1453 ± 0,02 - - + ++ 8 células      0,0602 ± 0,003 - ++ ++ Mórula       0,0131 ± 0,002 ++ ++ Blastocisto        0,6387 ± 0,014 - Cerebro         1,002 ± 0,008 Testículo  
Ovocito Cigoto 2 células 4 células  8 células Mórula Blastocisto Cerebro Testículo Piwil1 
0,000 - - - - - - ++ ++ Ovocito 
 0,000 - - - - - ++ ++ Cigoto   0,000 - - - - ++ ++ 2 células    0,000 - - - ++ ++ 4 células     0,000 - - ++ ++ 8 células      0,000 - ++ ++ Mórula       0,000 ++ ++ Blastocisto        1,1152 ± 0,211 ++ Cerebro         21,591 ± 0,43 Testículo  Ovocito Cigoto 2 células 4 células  8 células Mórula Blastocisto Cerebro Testículo Piwil2 
0,000 - - - - - - - ++ Ovocito 
 0,000 - - - - - - ++ Cigoto   0,000 - - - - - ++ 2 células    0,000 - - - - ++ 4 células     0,000 - - - ++ 8 células      0,000 - - ++ Mórula       0,000 - ++ Blastocisto 
       
0,0026 ± 
0,0001 ++ Cerebro 
        3,2392± 0,36 Testículo  
Ovocito Cigoto 2 células 4 células  8 células Mórula Blastocisto Cerebro Testículo Piwil4 
0,000 - - - - - - - ++ Ovocito 
 0,000 - - - - - - ++ Cigoto   0,000 - - - - - ++ 2 células    0,000 - - - - ++ 4 células     0,000 - - - ++ 8 células      0,000 - - ++ Mórula       0,000 - ++ Blastocisto 
       
0,0001 ± 
0,0001 ++ Cerebro 
        0,1988 ± 0,024 Testículo  
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Tabla 2. Agrupamiento jerárquico de miRNAs en relación a su localización cromosómica. De acuerdo con las posiciones de los miRNAs en un mismo cromosoma, si la distancia entre dos miRNAs (MID) es menor que la distancia definida se considera que ambos miRNAs pertenecen al mismo grupo (MID<5 kb). Los grupos miRNA que contienen miembros miRNA familia están en negrita. Las flechas rojas muestran incremento de expresión en una determinada etapa, las flechas verdes muestran reducción de la expresión y la ausencia de flecha señala no detección de expresión. 
 
"Cluster" miRNAs Cigoto 2 células 
4 
células 
8 
células 
Mórula Blastocisto 
miR-206 miR-206 ↓ ↓ ↓ ↑ ↓ ↓ 
miR-133b             
miR-467 miR-467a* ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
miR-297a* ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ ↓ 
miR-466d-
3p 
↓ ↓ ↓ ↓ ↑ ↓ 
miR-467b* ↑ ↓ ↓ ↓ ↑ ↓ 
miR-467e ↑ ↑         
miR-467d           ↑ 
miR-467b   ↑ ↑   ↑ ↑ 
miR-467a   ↑ ↑   ↑ ↑ 
miR-296 miR-296   ↑   ↑ ↑ ↑ 
miR-298             
miR-15b miR-15b   ↑         
miR-16-2   ↑     ↑ ↑ 
miR-30c-
1 
miR-30c-1 ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
miR-30e ↑ ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ 
miR-25 miR-25       ↑     
miR-93 ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ ↓ 
miR-106b ↑ ↑ ↑   ↑   
miR-183 miR-182 ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ ↓ 
miR-96 ↑           
miR-183         ↑   
miR-191 miR-191 ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
miR-425             
miR-337 miR-337             
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miR-540             
miR-665             
miR-431             
miR-434-
5p 
↑       ↑   
miR-127 ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ ↓ 
miR-434-
3p 
↑ ↑     ↑   
miR-136   ↑         
miR-23b miR-23b             
miR-27b             
miR-24-1       ↓   ↓ 
miR-17 miR-17 ↑ ↑ ↓ ↓ ↑ ↓ 
miR-18a ↑   ↑   ↑   
miR-19a ↓ ↑ ↑ ↓ ↑ ↓ 
miR-20a ↓ ↑ ↑ ↓ ↑ ↓ 
miR-19b-1             
miR-92a-1 ↑ ↑ ↓ ↓ ↑ ↓ 
miR-30b miR-30b ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↓ 
miR-30d ↑ ↑         
miR-99b miR-99b ↑ ↑ ↓ ↑ ↑ ↑ 
mmu-let-
7e 
            
miR-125a ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↓ 
miR-194-
2 
miR-194-2       ↑ ↑   
miR-192     ↑   ↑   
mir-188 miR-188 ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
miR-532   ↑   ↑ ↑   
mir-379 miR-379         ↑   
miR-411 ↑ ↑     ↑   
miR-299             
miR-380   ↑     ↑   
miR-323             
miR-329             
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miR-494         ↑   
miR-679             
miR-666         ↑   
miR-543             
miR-495             
miR-667 ↑ ↑         
miR-376c ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ ↓ 
miR-376b           ↑ 
miR-376a ↑ ↑     ↑   
miR-300             
miR-381             
miR-487b             
miR-539             
miR-449b miR-449b             
miR-449a ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ ↓ 
miR-145 miR-145 ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
miR-143   ↑         
miR-201 miR-201             
miR-547 ↑ ↑         
miR-141 miR-141 ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ ↓ 
miR-200c ↑ ↑ ↑ ↓ ↑ ↓ 
miR-382 miR-382             
miR-134 ↑       ↑ ↑ 
miR-668             
miR-485             
miR-154             
miR-496             
miR-377             
miR-541             
miR-409 ↑ ↓ ↓ ↓ ↑ ↑ 
miR-412             
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miR-369             
miR-410 ↑ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
miR-363 miR-363 ↑       ↑   
miR-92-2             
miR-19b-2 ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
miR-20b ↑ ↑ ↑ ↓ ↑ ↓ 
miR-106a ↑ ↑ ↓ ↓ ↑ ↓ 
miR-29b-
2 
miR-29b-2 ↑ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
miR-29c ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
miR-450b miR-450b             
miR-450-1             
miR-450-2             
miR-542             
miR-351             
miR-503             
miR-322   ↑         
  
 
Figura 1. Imágenes de “Western Blot” donde se muestra la detección específica de Tudor-SN y 
Dcp1a en muestras de testículo de ratón.   
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Tabla 3. Análisis de correlación de los resultados de expresión obtenidos mediante sondas de 
hidrólisis tipo Taq-Man y mediante “Arrays” de baja densidad, para los miembros de la familia de 
miRNAs 290-295. 
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Tabla 4. Los miRNAs más expresados en ovocito.  
Nº de moléculas 
secuenciadas 
Log2 del 
valor de 
expresión  
Secuencia Nombre Clasificación 
202.852 17,63 TGAGGTAGTAGATTGTATA let-7f-1//let-7f-2 miRNA sub 
200.401 17,61 TTTGGCAATGGTAGAACTCACACC mir-182 miRNA sub 
78.315 16,26 TAGCTTATCAGACTGATGTTGAC mir-21 miRNA súper 
57.399 15,81 TGAGATCCAACTGTAAGGCAT mir-3471-1//mir-3471-2 miRNA sub 
52.193 15,67 TGAGATCCAACTGTAAGGCATT mir-3471-1//mir-3471-2 miRNA canónico 
50.789 15,63 TGAGGTAGTAGGTTGTATA let-7a-1//let-7a-2 miRNA sub 
38.446 15,23 TGTAAACATCCTCGACTGGAAGC mir-30a miRNA súper 
38.145 15,22 TGAGGTAGTAGTTTGTACA let-7g miRNA sub 
37.056 15,18 TGTAAACATCCTTGACTGGAAGC mir-30e miRNA súper 
36.854 15,17 TTTGGCAATGGTAGAACTCACAC mir-182 miRNA sub 
36.058 15,14 TTTGGCAATGGTAGAACTCAC mir-182 miRNA sub 
35.989 15,14 TAAGGACATTGGAAGAAGGGAGTCTAGC mir-1194 Precursor 
27.599 14,75 TGAGGTAGTAGGTTGTATG let-7c-1//let-7c-2 miRNA sub 
27.240 11,41 TGAGATGAAGCACTGTAGCT mir-143 miRNA sub 
26.449 14,69 ATGAGATCCAACTGTAAGGCAT mir-3471-1//mir-3471-2 miRNA sub/súper 
26.200 8,03 ACTGGACTTGGAGTCAGAAGGC mir-378 miRNA súper 
26.009 14,67 TGACTGGCACCATTCTGGATAAT mir-871 Precursor 
25.875 14,66 TCAGTGCACTACAGAACTTT mir-148a miRNA sub 
25.855 14,66 TGAGGTAGTAGATTGTATAGTTA let-7f-1//let-7f-2 miRNA súper Variante 
25.491 14,64 TGAGATCCAACTGTAAGGC mir-3471-1//mir-3471-2 miRNA sub 
24.419 14,58 AGCAGCATTGTACAGGGCTATGA mir-103-1//mir-103-2 miRNA canónico 
22.377 14,45 TGAGATCCAACTGTAAGGCATTTTC mir-3471-2 miRNA súper 
20.823 14,35 TGTAAACATCCCCGACTGGAAGC mir-30d miRNA súper 
19.854 14,28 TGTAAACATCCTACACTCTCAGC mir-30c-1//mir-30c-2 miRNA canónico 
18.774 14,20 TGAGATGAAGCACTGTAGCTCT mir-143 miRNA súper Variante 
18.123 14,15 TTTGGCAATGGTAGAACTCACA mir-182 miRNA sub 
17.159 14,07 TATGGCACTGGTAGAATTCACT mir-183 miRNA canónico 
15.977 13,96 TGGCTCAGTTCAGCAGGAACA mir-24-1//mir-24-2 miRNA sub 
15.426 13,91 TATGGCACTGGTAGAATTCACTGA mir-183 miRNA súper Variante 
14.677 13,84 AGGCAGTGTAGTTAGCTGATTGC mir-34c miRNA canónico 
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13.949 13,77 TGAGAGATGCCATTCTATGTA mir-741 miRNA sub 
13.533 13,72 TACAGTACTGTGATAGCTGAA mir-101b miRNA canónico 
11.691 13,51 CATGAGATCCAACTGTAAGGC mir-3471-1//mir-3471-2 miRNA sub/súper 
11.511 13,49 ATGAGATCCAACTGTAAGGCAA mir-3471-1//mir-3471-2 miRNA sub/súper Variante 
 
Tabla 5. Los miRNAs más expresados en cigoto.  
Nº de moléculas 
secuenciadas 
Log2 del 
valor de 
expresión  
Secuencia Nombre Clasificación 
289.588 18,14 TGAGGTAGTAGATTGTATA let-7f-1//let-7f-2 miRNA sub 
169.105 17,37 TTTGGCAATGGTAGAACTCACACC mir-182 miRNA sub 
109.037 16,73 TGTAAACATCCTTGACTGGAAGC mir-30e miRNA súper 
71.454 16,12 TGTAAACATCCTCGACTGGAAGC mir-30a miRNA súper 
67.694 16,05 TAGCTTATCAGACTGATGTTGAC mir-21 miRNA súper 
65.310 12,67 TGAGGTAGTAGGTTGTATA let-7a-1//let-7a-2 miRNA sub 
64.766 15,98 TGAGATCCAACTGTAAGGCAT mir-3471-1//mir-3471-2 miRNA sub 
53.968 15,72 TGAGATCCAACTGTAAGGCATT mir-3471-1//mir-3471-2 miRNA canónico 
52.088 15,67 TGAGGTAGTAGTTTGTACA let-7g miRNA sub 
39.008 15,25 TAAGGACATTGGAAGAAGGGAGTCTAGC mir-1194 Precursor 
36.549 15,16 TGTAAGGCATTTTATCAATTA mir-3471-1//mir-3471-2 Precursor Variante 
35.432 15,11 TGAGGTAGTAGATTGTATAGTTA let-7f-1//let-7f-2 miRNA súper Variante 
34.452 15,07 TGTAAACATCCTACACTCTCAGC mir-30c-1//mir-30c-2 miRNA 
31.391 14,94 TGTAAACATCCCCGACTGGAAGC mir-30d miRNA súper 
31.004 14,92 TGAGGTAGTAGGTTGTATG let-7c-1//let-7c-2 miRNA sub 
28.269 14,79 TGACTGGCACCATTCTGGATAAT mir-871 Precursor 
27.700 8,11 ATGAGATCCAACTGTAAGGCAT mir-3471-1//mir-3471-2 miRNA sub/súper 
27.695 14,76 TGAGATCCAACTGTAAGGC mir-3471-1//mir-3471-2 miRNA sub 
27.516 14,75 TGAGATCCAACTGTAAGGCATTTTC mir-3471-2 miRNA súper 
26.094 14,67 AGCAGCATTGTACAGGGCTATGA mir-103-1//mir-103-2 miRNA canónico 
25.943 14,66 TTTGGCAATGGTAGAACTCACAC mir-182 miRNA sub 
25.489 14,64 TGAGATGAAGCACTGTAGCT mir-143 miRNA sub 
25.237 14,62 TCAGTGCACTACAGAACTTT mir-148a miRNA sub 
24.208 14,56 ACTGGACTTGGAGTCAGAAGGC mir-378 miRNA súper 
23.535 14,52 TGGCTCAGTTCAGCAGGAACA mir-24-1//mir-24-2 miRNA sub 
20.868 14,35 TACAGTACTGTGATAGCTGAA mir-101b miRNA canónico 
19.338 14,24 TATGGCACTGGTAGAATTCACT mir-183 miRNA canónico 
18.449 14,17 TGAGAGATGCCATTCTATGTA mir-741 miRNA sub 
17.037 14,06 TGAGATGAAGCACTGTAGCTCT mir-143 miRNA súper Variante 
14.236 13,80 TTTGGCAATGGTAGAACTCACA mir-182 miRNA sub 
13.733 13,75 TAGCAGCACGTAAATATTGGC mir-16-1//mir-16-2 miRNA sub 
13.616 13,73 TGTAAGGCATTTTCTCAATTA mir-3471-1//mir-3471-2 Precursor Variante 
13.101 13,68 CATGAGATCCAACTGTAAGGC mir-3471-1//mir-3471-2 miRNA sub/súper 
12.459 13,60 AAAGTGCTTCCACTTTGTGTGC mir-291a Precursor 
12.054 13,56 AGGCAGTGTAGTTAGCTGATTGC mir-34c miRNA canónico 
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Figura 2. Estructuras de las moléculas precursoras de los miRNAs de nueva predicción (continúa en las 
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páginas siguientes). 
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Figura 2. Estructuras de las moléculas precursoras de los miRNAs de nueva predicción. La escala de color 
indica el nivel de probabilidad del apareamiento de bases predicho para la generación de dicha estructura 
precursora. Colores próximos al rojo muestran las interacciones entre nucleótidos más favorables 
energéticamente, mientras colores próximos al morado indican uniones energéticamente desfavorables.  
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Figura 3. Localización de endo-siRNAs dentro del genoma de ratón. A) endo-siRNAs detectados en la etapa de ovocito. B) endo-siRNAs detectados en la etapa de cigoto. Se muestran los cromosomas donde se detectaron endo-siRNAs con elevada expresión. El eje de abscisas representa el tamaño del cromosoma en megabases.  
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Figura 4. Localización de piRNAs dentro del genoma de ratón. A) piRNAs detectados en la etapa de ovocito regulando elementos localizados en el cromosoma 10. B) piRNAs detectados en la etapa de ovocito regulando elementos localizados en el cromosoma 17 en ovocito (barras de color rojo) y en cigoto (barras de color azul). El eje de abscisas representa el tamaño del cromosoma en megabases. 
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Tabla 1. Valores normalizados de los miRNAs a partir de los resultados obtenidos 
mediante la tecnología de “Arrays” de baja densidad. Los resultados fueron 
normalizados mediante el modelo descrito por K.J. Livak (Livak and Schmittgen, 2001): 
2–ΔΔCt, y han sido transformados a escala logarítmica en base dos (log2 valor 
normalizado). 
Nombre Ovocito Cigoto 2 células 4 células 8 células Mórula Blastocisto 
mmu-miR-135b 0 0 2,94 0 7,55 0 0 
mmu-miR-191* 0 0 0 0 2,74 0 0 
rno-miR-673 0 0 0 0 9,42 0 0 
mmu-miR-25 0 0 0 0 4,42 0 0 
mmu-miR-206 0 -5,41 -6,46 -4,54 6,88 -5,60 -2,76 
mmu-miR-503* 0 5,91 0 5,51 4,45 9,58 8,80 
mmu-miR-134 0 6,13 0 0 0 10,26 9,75 
mmu-miR-26b* 0 5,02 0 0 0 6,69 4,78 
mmu-miR-20a* 0 6,62 0 0 3,90 8,62 4,42 
mmu-miR-7a* 0 7,79 6,63 4,85 9,06 11,75 8,88 
mmu-miR-188-5p 0 1,43 0,40 1,10 3,33 2,64 4,61 
mmu-miR-291b-5p 0 0,94 1,31 2,8 6,05 5,89 4,29 
mmu-miR-125a-3p 0 0 0 0 5,42 6,54 7,23 
mmu-miR-699 0 0 0 0 5,73 9,52 10,13 
mmu-miR-126-3p 0 -0,34 0,67 -2,02 3,14 2,20 3,63 
rno-miR-20b-5p 0 0 0 0 0 0 5,19 
mmu-miR-879* 0 0 0 0 0 0 3,27 
mmu-miR-674* 0 0 0 0 0 0 1,28 
mmu-miR-27b* 0 0 0 0 0 0 4,19 
mmu-miR-467d 0 0 0 0 0 0 8,00 
mmu-miR-376b 0 0 0 0 0 0 6,10 
mmu-miR-193* 0 -2,01 -7,09 -5,17 -7,26 -6,23 -2,46 
mmu-miR-181a 0 -4,79 -6,05 -2,99 -3,56 -5,60 -2,89 
mmu-miR-181c 0 -2,74 -4,00 -0,94 -1,51 -3,55 -0,85 
mmu-miR-29c 0 -6,78 -5,09 -4,98 -5,55 -4,20 -4,89 
mmu-miR-702 0 -4,94 -6,00 -4,08 -6,17 -5,14 -7,35 
mmu-miR-327 0 -4,40 -5,46 -3,54 -5,63 -4,60 -6,81 
mmu-miR-682 0 -6,84 -8,11 -5,05 -5,61 -0,04 -4,95 
mmu-miR-151-3p 0 -6,81 -8,07 -5,01 -5,58 0,60 -4,92 
mmu-miR-127 0 -3,84 -5,10 -2,04 -2,61 0,93 -1,94 
mmu-miR-99b* 0 -2,91 -9,41 1,14 0,98 3,57 0,25 
mmu-miR-297a* 0 -0,44 -9,04 -7,13 -0,64 1,78 -0,19 
mmu-miR-409-3p 0 0,82 -5,24 -2,18 -2,75 1,10 -2,08 
snoRNA135 0 -1,32 -4,15 -10,29 -4,15 -4,84 -8,30 
mmu-miR-678 0 0,73 -0,42 -4,33 -1,60 0,59 -2,34 
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rno-miR-489 0 0,00 -0,81 -7,49 -1,23 -0,30 -1,99 
mmu-miR-99b 0 2,19 1,17 -3,54 2,02 3,85 2,18 
mmu-miR-183* 0 1,58 -1,47 -6,58 -0,29 3,83 -0,42 
mmu-miR-801 0 -1,01 -4,15 -10,37 -3,18 2,17 0,84 
mmu-miR-709 0 0,48 -0,71 -2,51 -1,43 3,30 -0,27 
mmu-miR-135a* 0 0,61 -1,38 -0,98 -1,89 2,48 -0,94 
mmu-miR-466d-3p 0 -0,53 -2,38 -2,45 -2,67 1,05 -3,19 
mmu-miR-30e* 0 -1,43 -1,96 -1,48 -1,21 2,04 -2,11 
mmu-miR-30a* 0 -0,45 -1,25 -1,79 0,00 1,98 -1,70 
mmu-miR-378 0 -1,72 -1,89 -3,37 -0,80 1,66 -1,41 
mmu-miR-470* 0 -1,85 -1,44 -3,11 -1,50 0,70 -2,36 
mmu-miR-467a* 0 -12,35 -3,48 -11,49 -5,24 -0,58 -4,34 
mmu-miR-335-3p 0 -8,99 -1,78 -7,20 -7,76 -0,78 -7,10 
mmu-miR-376c 0 -5,89 -2,44 -6,90 -7,47 0,83 -6,80 
mmu-miR-145 0 -4,11 -0,43 -7,17 -7,74 -2,00 -1,10 
mmu-miR-100 0 6,12 0 0 0 0 0 
mmu-miR-202-3p 0 5,17 0 0 0 0 0 
mmu-miR-340-3p 0 4,22 0 0 0 0 0 
mmu-miR-344 0 4,09 0 0 0 0 0 
mmu-miR-467e 0 7,29 0 0 0 0 0 
mmu-miR-96 0 3,60 0 0 0 0 0 
mmu-let-7c-1* 0 3,70 0 0 0 0 0 
mmu-miR-125b* 0 6,69 0 0 0 0 0 
mmu-miR-592 0 5,01 0 0 0 0 0 
mmu-miR-744* 0 3,50 0 0 0 0 0 
mmu-miR-363 0 6,70 0 0 0 2,20 0 
mmu-miR-199a-3p 0 4,85 0 0 0 3,34 0 
rno-miR-196c 0 4,78 0 0 0 3,35 0 
mmu-miR-434-5p 0 5,99 0 0 0 5,37 0 
mmu-miR-495 0 7,16 0 0 0 6,61 0 
mmu-miR-130b* 0 5,13 0 0 0 5,58 0 
mmu-miR-680 0 6,30 0 0 0 8,41 0 
mmu-miR-744 0 4,21 0 0 0 7,19 0 
mmu-miR-101b 0 5,61 0 4,67 0 5,60 2,67151825 
mmu-miR-18a 0 5,89 0 8,57 0 5,34 0 
mmu-miR-27a* 0 1,56 -3,96 -1,30 -8,43 1,83 -3,78 
mmu-miR-690 0 -0,07 -3,21 -3,84 -5,32 -1,42 -3,51 
mmu-miR-467b* 0 1,21 -1,96 -4,06 -6,15 2,30 -0,06 
mmu-miR-760 0 0,62 -2,51 -7,85 -9,94 1,24 -0,91 
rno-miR-664 0 -1,01 -0,78 -3,12 -4,44 -1,08 -2,50 
mmu-miR-877 0 -0,72 -0,31 -2,12 -8,95 -1,54 -5,92 
mmu-miR-31 0 1,26 1,63 0,10 -3,69 -1,38 -1,49 
mmu-miR-365 0 1,56 3,46 2,84 -2,66 0,45 -2,00 
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mmu-miR-200c 0 1,54 3,36 3,91 -6,64 1,57 -5,98 
mmu-miR-222 0 -1,81 0,61 0,00 -7,42 -1,43 -8,13 
mmu-miR-20b 0 1,90 2,64 2,70 -4,60 3,92 -3,94 
mmu-miR-195 0 1,92 3,10 1,41 -2,68 2,89 -2,02 
mmu-miR-17 0 1,17 0,67 -0,71 -1,48 1,63 -1,53 
mmu-miR-193b 0 0,57 1,55 -4,00 -4,56 0,40 -3,90 
mmu-miR-30a 0 1,04 1,31 -3,08 -3,64 1,36 -2,98 
mmu-miR-106a 0 1,04 0,64 -12,13 -12,70 1,87 -12,04 
mmu-miR-805 0 -0,52 -1,15 -3,77 -2,90 0,49 -3,74 
mmu-miR-29b* 0 0,16 -0,96 -1,52 -1,68 -0,07 -2,57 
mmu-miR-673-5p 0 0,13 -0,60 -1,64 -2,97 0,41 -7,78 
mmu-miR-328 0 -0,26 0,10 -3,32 -1,59 0,19 -6,21 
mmu-miR-92a 0 1,27 3,09 -0,97 -1,72 3,28 -5,05 
mmu-miR-155 0 1,96 2,78 -1,75 -3,91 -0,59 -6,31 
snoRNA202 0 -1,92 -3,92 -4,60 -4,47 -3,46 -6,47 
snoRNA429 0 -1,42 -3,09 -5,59 -5,41 -4,05 -8,36 
mmu-miR-694 0 -0,86 -4,60 -5,64 -7,73 -6,70 -8,91 
mmu-miR-764-5p 0 0,41 -8,62 -6,70 -8,79 -7,76 -9,97 
U87 0 1,01 -8,02 -6,11 -8,19 -7,16 -9,38 
mmu-let-7a* 0 1,42 -5,37 -3,46 -5,55 -4,52 -6,73 
mmu-miR-700 0 2,73 -6,32 1,88 -6,49 -5,46 -7,68 
rno-miR-463 0 0,37 -0,53 0,10 -0,46 0,80 -1,45 
mmu-miR-34c* 0 -0,30 -3,21 -0,45 -4,07 -0,93 -7,00 
mmu-miR-326 0 -3,92 -4,97 -3,06 -5,15 -0,15 -6,33 
mmu-miR-21* 0 -5,11 -6,17 0,44 -6,34 0,05 -7,52 
mmu-miR-19a 0 -4,18 2,79 3,63 -2,95 4,27 -2,29 
mmu-miR-26a 0 0 5,23 5,01 0 5,93 0 
mmu-miR-106b 0 4,17 4,47 6,08 0 5,55 0 
mmu-miR-672 0 9,18 10,16 12,54 0 10,43 0 
mmu-miR-16 0 1,63 2,79 2,68 1,52 2,58 0,99 
mmu-miR-342-3p 0 2,25 4,49 3,69 3,47 2,00 -5,34 
mmu-miR-30e 0 0,09 2,43 0,76 -0,43 -0,06 -5,79 
mmu-miR-20a 0 -0,28 1,28 1,12 -0,04 2,11 -6,41 
mmu-miR-320 0 -0,69 0,66 1,85 0,52 2,26 -8,77 
mmu-miR-24 0 0,51 0,28 1,01 -0,13 0,60 -2,01 
mmu-miR-30b 0 2,84 3,54 4,08 1,59 4,02 -2,25 
mmu-miR-30c 0 1,95 3,78 3,45 2,84 3,49 -1,24 
mmu-miR-465b-5p 0 3,60 6,43 6,04 5,04 4,69 -2,93 
mmu-miR-484 0 0,79 2,32 2,61 2,04 1,58 -0,61 
mmu-miR-125a-5p 0 0,48 1,16 5,27 4,28 3,01 -3,08 
mmu-miR-301a 0 -3,88 -0,17 2,56 3,36 3,35 -1,99 
mmu-miR-140 0 -1,36 0,40 3,40 2,39 2,09 -0,29 
mmu-miR-93 0 -5,48 3,19 6,33 3,65 2,53 -3,58 
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mmu-miR-182 0 -5,99 1,02 1,83 1,10 2,78 -7,14 
mmu-miR-146b 0 0 9,00 10,08 6,42 6,42 0 
mmu-miR-19b 0 1,15 3,43 4,99 3,78 4,18 0,47 
mmu-miR-101a 0 0 7,83 8,68 5,40 9,43 0 
mmu-miR-191 0 1,44 2,97 5,78 5,05 5,11 2,01 
mmu-miR-292-3p 0 3,41 5,41 8,62 7,13 6,65 8,1 
mmu-miR-291a-3p 0 5,20 8,08 13,41 11,93 11,96 11,49 
mmu-miR-294 0 6,19 8,36 12,26 11,36 12,49 10,85 
mmu-miR-295 0 2,84 6,36 7,30 6,11 10,87 6,75 
mmu-miR-877* 0 0 10,22 9,57 9,45 11,92 8,66 
mmu-miR-293 0 0 7,60 11,55 11,56 12,40 12,31 
mmu-miR-290-3p 0 0 9,05 9,99 13,36 15,03 15,70 
mmu-miR-322* 0 0 5,57 0 4,40 4,94 4,26 
mmu-miR-296-5p 0 0 7,45 0 5,42 7,77 5,20 
mmu-miR-294* 0 0 7,24 1,47 5,74 12,77 10,15 
mmu-miR-200a* 0 0 2,63 0 3,91 7,12 3,55 
mmu-miR-290-5p 0 -1,87 -6,5 -0,5 2,71 4,58 1,58 
mmu-miR-186* 0 0 5,51 0 4,12 5,48 0 
mmu-miR-150 0 -3,87 2,93 -2,07 2,80 4,36 -1,98 
mmu-miR-186 0 -5,16 0,61 1,13 0,83 4,98 0,76 
rno-miR-351 0 4,21 3,92 0 7,98 6,48 0 
mmu-miR-532-3p 0 0 3,26 0 7,41 3,84 0 
mmu-miR-10b* 0 0 0 0 3,58 3,68 0,08 
mmu-miR-194 0 0 0 0 5,41 6,73 0 
mmu-miR-18a* 0 0 0 0 5,65 6,08 2,53 
mmu-miR-15a* 0 0 0 0 6,06 9,61 3,94 
mmu-miR-136* 0 -0,95 -2,00 -0,09 2,40 3,75 -3,36 
mmu-miR-706 0 0,28 -1,26 0,49 0,11 2,84 -1,43 
mmu-let-7e 0 0 0 0 0 2,41 0 
mmu-miR-183 0 0 0 0 0 5,38 0 
mmu-miR-27b 0 0 0 0 0 3,37 0 
mmu-miR-324-3p 0 0 0 0 0 6,39 0 
mmu-miR-331-5p 0 0 0 0 0 6,40 0 
mmu-miR-379 0 0 0 0 0 6,38 0 
mmu-miR-494 0 0 0 0 0 7,32 0 
mmu-miR-532-5p 0 0 0 0 0 3,27 0 
mmu-miR-666-5p 0 0 0 0 0 4,36 0 
mmu-miR-671-3p 0 0 0 0 0 6,39 0 
mmu-miR-685 0 0 0 0 0 9,37 0 
mmu-miR-878-5p 0 0 0 0 0 4,39 0 
mmu-miR-10a* 0 0 0 0 0 3,87 0 
mmu-miR-138* 0 0 0 0 0 6,50 0 
mmu-miR-291b-3p 0 0 0 0 0 3,49 0 
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mmu-miR-292-5p 0 0,49 0,99 6,87 5,47 5,38 6,3 
mmu-miR-302c* 0 0 0 0 0 3,48 0 
mmu-miR-378* 0 0 0 0 0 3,50 0 
mmu-miR-425* 0 0 0 0 0 5,47 0 
mmu-miR-485* 0 0 0 0 0 6,48 0 
mmu-miR-704 0 0 0 0 0 6,53 0 
rno-miR-30d* 0 0 0 0 0 6,48 0 
Y1 0 0 0 0 0 10,93 0 
mmu-miR-192 0 0 0 4,95 0 9,83 0 
mmu-miR-720 0 0,13 -1,06 1,96 1,85 5,54 1,19 
mmu-miR-872* 0 4,66 5,57 0 0 6,63 2,46 
mmu-miR-411 0 6,18 6,43 0 0 9,22 0 
mmu-miR-339-3p 0 7,23 6,79 0 0 8,66 0 
mmu-miR-376a 0 4,17 5,17 0 0 4,22 0 
mmu-miR-434-3p 0 4,19 7,24 0 0 6,47 0 
mmu-miR-133a 0 0 5,90 0 0 6,24 0 
mmu-miR-26b 0 0 2,91 0 0 3,42 0 
mmu-miR-331-3p 0 0 6,97 0 0 9,31 0 
rno-miR-881 0 0 2,86 0 0 3,85 0 
mmu-miR-380-5p 0 0 2,94 0 0 5,88 0 
rno-miR-339-3p 0 0 0 0 0 7,32 0 
mmu-miR-93* 0 2,29 2,02 1,09 0,17 5,63 2,56 
mmu-miR-673-3p 0 0 0 0 0 8,24 4,26 
mmu-miR-24-2* 0 0 0 0 0 6,80 4,42 
mmu-miR-141* 0 0 0 0 0 5,92 3,89 
mmu-miR-16* 0 0 2,75 0 0 5,27 4,12 
mmu-miR-467a 0 0 6,85 10,51 0 9,64 9,14 
mmu-miR-467b 0 0 8,01 9,91 0 14,06 13,95 
mmu-miR-301b 0 4,19 4,23 8,32 0 8,86 8,81 
mmu-miR-138 0 2,33 2,31 4,05 -3,11 3,61 3,62 
mmu-miR-187 0 0 4,79 0 0 3,37 0 
mmu-miR-335-5p 0 0 4,95 0 0 0 0 
mmu-miR-146b* 0 6,26 2,65 0 0 0 0 
mmu-miR-7b 0 0 5,95 0 0 2,38 0 
rno-miR-135a* 0 0 3,70 0 0 0 0 
mmu-miR-31* 0 0 2,60 0 0 0 0 
mmu-miR-9 0 0 6,88 0 0 0 0 
mmu-miR-881 0 0 3,95 0 0 0 0 
mmu-miR-743b-3p 0 0 5,93 0 0 0 0 
mmu-miR-741 0 0 6,80 0 0 0 0 
mmu-miR-708 0 0 3,95 0 0 0 0 
mmu-miR-489 0 0 2,98 0 0 0 0 
mmu-miR-375 0 0 4,94 0 0 0 0 
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mmu-miR-322 0 0 2,92 0 0 0 0 
mmu-miR-208b 0 0 2,95 0 0 0 0 
mmu-miR-15b 0 0 4,13 0 0 0 0 
mmu-miR-143 0 0 5,88 0 0 0 0 
mmu-miR-139-5p 0 0 5,92 0 0 0 0 
mmu-miR-136 0 0 2,94 0 0 0 0 
mmu-miR-130b 0 0 3,92 0 0 0 0 
mmu-let-7g 0 0 2,89 0 0 0 0 
mmu-let-7d 0 0 5,91 0 0 0 0 
mmu-let-7c 0 0 6,88 0 0 0 0 
mmu-miR-218 0 -5,89 0,19 -4,10 -4,66 -6,71 -4,00 
mmu-miR-204 0 -6,77 1,98 -4,97 -5,54 -7,58 -4,87 
mmu-miR-223 0 -5,11 0,27 -3,31 0,14 -5,92 -3,21 
mmu-miR-29a 0 -4,15 1,64 -2,35 2,11 -4,96 -2,26 
mmu-miR-878-3p 0 0 9,18 0 7,42 0 0 
mmu-miR-410 0 2,24 -0,92 -2,12 -2,69 -4,73 -2,02 
mmu-miR-34b-3p 0 3,58 3,39 -4,08 -4,65 -6,69 -3,99 
mmu-miR-574-3p 0 1,21 2,56 -3,97 -4,53 -6,58 -3,87 
mmu-miR-141 0 0,73 1,54 -3,49 -4,05 -6,10 -3,39 
mmu-miR-449a 0 0,19 2,95 -2,04 -2,61 -4,65 -1,95 
mmu-miR-30d 0 4,20 3,34 0 0 0 0 
mmu-miR-547 0 6,25 5,94 0 0 0 0 
mmu-miR-667 0 8,13 7,82 0 0 0 0 
mmu-miR-184 0 6,22 6,09 0 0 0 0 
mmu-miR-203 0 4,29 4,33 0 0 0 0 
mmu-miR-146a 0 0,73 1,81 1,79 0,61 -6,83 -4,13 
mmu-miR-465a-3p 0 7,52 9,41 11,96 6,19 2,44 0 
mmu-miR-149 0 0 5,98 8,53 7,12 0 0 
mmu-miR-470 0 0 0 5,97 0 0 0 
rno-miR-204* 0 -4,35 -5,40 2,91 -5,58 -4,54 -6,76 
 
Tabla 2. Expresión de los miRNAs pertenecientes al grupo 1A. Los resultados fueron 
normalizados mediante el modelo descrito por K.J. Livak (Livak and Schmittgen, 2001): 
2–ΔΔCt, y han sido transformados a escala logarítmica en base dos (log2 valor 
normalizado). 
Nombre Ovocito Cigoto 2 células 4 células 8 células Mórula Blastocisto 
mmu-miR-151-3p 0 -6,81 -8,07 -5,01 -5,58 0,60 -4,92 
mmu-miR-467a* 0 -12,35 -3,48 -11,49 -5,24 -0,58 -4,34 
mmu-miR-694 0 -0,86 -4,60 -5,64 -7,73 -6,70 -8,91 
mmu-miR-764-5p 0 0,41 -8,62 -6,70 -8,79 -7,76 -9,97 
mmu-miR-326 0 -3,92 -4,97 -3,06 -5,15 -0,15 -6,33 
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mmu-miR-206 0 -5,41 -6,46 -4,54 6,88 -5,60 -2,76 
mmu-miR-193* 0 -2,01 -7,09 -5,17 -7,26 -6,23 -2,46 
mmu-miR-181a 0 -4,79 -6,05 -2,99 -3,56 -5,60 -2,89 
mmu-miR-29c 0 -6,78 -5,09 -4,98 -5,55 -4,20 -4,89 
mmu-miR-702 0 -4,94 -6,00 -4,08 -6,17 -5,14 -7,35 
mmu-miR-327 0 -4,40 -5,46 -3,54 -5,63 -4,60 -6,81 
mmu-miR-682 0 -6,84 -8,11 -5,05 -5,61 -0,04 -4,95 
mmu-miR-127 0 -3,84 -5,10 -2,04 -2,61 0,93 -1,94 
mmu-miR-297a* 0 -0,44 -9,04 -7,13 -0,64 1,78 -0,19 
mmu-miR-801 0 -1,01 -4,15 -10,37 -3,18 2,17 0,84 
mmu-miR-335-3p 0 -8,99 -1,78 -7,20 -7,76 -0,78 -7,10 
mmu-miR-376c 0 -5,89 -2,44 -6,90 -7,47 0,83 -6,80 
mmu-miR-145 0 -4,11 -0,43 -7,17 -7,74 -2,00 -1,10 
mmu-miR-690 0 -0,07 -3,21 -3,84 -5,32 -1,42 -3,51 
mmu-miR-760 0 0,62 -2,51 -7,85 -9,94 1,24 -0,91 
mmu-miR-106a 0 1,04 0,64 -12,13 -12,70 1,87 -12,04 
mmu-let-7a* 0 1,42 -5,37 -3,46 -5,55 -4,52 -6,73 
mmu-miR-700 0 2,73 -6,32 1,88 -6,49 -5,46 -7,68 
mmu-miR-21* 0 -5,11 -6,17 0,44 -6,34 0,05 -7,52 
mmu-miR-218 0 -5,89 0,19 -4,10 -4,66 -6,71 -4,00 
mmu-miR-204 0 -6,77 1,98 -4,97 -5,54 -7,58 -4,87 
rno-miR-204* 0 -4,35 -5,40 2,91 -5,58 -4,54 -6,76 
 
Tabla 3. Expresión de los miRNAs pertenecientes al grupo 1B. Los resultados fueron 
normalizados mediante el modelo descrito por K.J. Livak (Livak and Schmittgen, 2001): 
2–ΔΔCt, y han sido transformados a escala logarítmica en base dos (log2 valor 
normalizado). 
Nombre Ovocito Cigoto 2 células 4 células 8 células Mórula Blastocisto 
mmu-miR-30e 0 0,09 2,43 0,76 -0,43 -0,06 -5,79 
mmu-miR-20a 0 -0,28 1,28 1,12 -0,04 2,11 -6,41 
mmu-miR-320 0 -0,69 0,66 1,85 0,52 2,26 -8,77 
mmu-miR-24 0 0,51 0,28 1,01 -0,13 0,60 -2,01 
mmu-miR-182 0 -5,99 1,02 1,83 1,10 2,78 -7,14 
mmu-miR-678 0 0,73 -0,42 -4,33 -1,60 0,59 -2,34 
rno-miR-489 0 0,00 -0,81 -7,49 -1,23 -0,30 -1,99 
mmu-miR-155 0 1,96 2,78 -1,75 -3,91 -0,59 -6,31 
mmu-miR-92a 0 1,27 3,09 -0,97 -1,72 3,28 -5,05 
mmu-miR-673-5p 0 0,13 -0,60 -1,64 -2,97 0,41 -7,78 
mmu-miR-328 0 -0,26 0,10 -3,32 -1,59 0,19 -6,21 
mmu-miR-17 0 1,17 0,67 -0,71 -1,48 1,63 -1,53 
mmu-miR-30a 0 1,04 1,31 -3,08 -3,64 1,36 -2,98 
mmu-miR-193b 0 0,57 1,55 -4,00 -4,56 0,40 -3,90 
mmu-miR-466d-3p 0 -0,53 -2,38 -2,45 -2,67 1,05 -3,19 
mmu-miR-29b* 0 0,16 -0,96 -1,52 -1,68 -0,07 -2,57 
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mmu-miR-805 0 -0,52 -1,15 -3,77 -2,90 0,49 -3,74 
rno-miR-463 0 0,37 -0,53 0,10 -0,46 0,80 -1,45 
mmu-miR-34c* 0 -0,30 -3,21 -0,45 -4,07 -0,93 -7,00 
rno-miR-664 0 -1,01 -0,78 -3,12 -4,44 -1,08 -2,50 
mmu-miR-467b* 0 1,21 -1,96 -4,06 -6,15 2,30 -0,06 
mmu-miR-27a* 0 1,56 -3,96 -1,30 -8,43 1,83 -3,78 
mmu-miR-31 0 1,26 1,63 0,10 -3,69 -1,38 -1,49 
mmu-miR-200c 0 1,54 3,36 3,91 -6,64 1,57 -5,98 
mmu-miR-20b 0 1,90 2,64 2,70 -4,60 3,92 -3,94 
mmu-miR-222 0 -1,81 0,61 0,00 -7,42 -1,43 -8,13 
mmu-miR-877 0 -0,72 -0,31 -2,12 -8,95 -1,54 -5,92 
mmu-miR-181c 0 -2,74 -4,00 -0,94 -1,51 -3,55 -0,85 
mmu-miR-409-3p 0 0,82 -5,24 -2,18 -2,75 1,10 -2,08 
mmu-miR-29a 0 -4,15 1,64 -2,35 2,11 -4,96 -2,26 
mmu-miR-223 0 -5,11 0,27 -3,31 0,14 -5,92 -3,21 
mmu-miR-410 0 2,24 -0,92 -2,12 -2,69 -4,73 -2,02 
mmu-miR-449a 0 0,19 2,95 -2,04 -2,61 -4,65 -1,95 
mmu-miR-34b-3p 0 3,58 3,39 -4,08 -4,65 -6,69 -3,99 
mmu-miR-574-3p 0 1,21 2,56 -3,97 -4,53 -6,58 -3,87 
mmu-miR-141 0 0,73 1,54 -3,49 -4,05 -6,10 -3,39 
mmu-miR-146a 0 0,73 1,81 1,79 0,61 -6,83 -4,13 
mmu-miR-470* 0 -1,85 -1,44 -3,11 -1,50 0,70 -2,36 
mmu-miR-378 0 -1,72 -1,89 -3,37 -0,80 1,66 -1,41 
mmu-miR-30e* 0 -1,43 -1,96 -1,48 -1,21 2,04 -2,11 
 
Tabla 4. Expresión de los miRNAs pertenecientes al grupo 2A. Los resultados fueron 
normalizados mediante el modelo descrito por K.J. Livak (Livak and Schmittgen, 2001): 
2–ΔΔCt, y han sido transformados a escala logarítmica en base dos (log2 valor 
normalizado). 
Nombre Ovocito Cigoto 2 células 4 células 8 células Mórula Blastocisto 
mmu-miR-100 0 6,12 0 0 0 0 0 
mmu-let-7c-1* 0 3,70 0 0 0 0 0 
mmu-miR-592 0 5,01 0 0 0 0 0 
mmu-miR-202-3p 0 5,17 0 0 0 0 0 
mmu-miR-340-3p 0 4,22 0 0 0 0 0 
mmu-miR-344 0 4,09 0 0 0 0 0 
mmu-miR-467e 0 7,29 0 0 0 0 0 
mmu-miR-96 0 3,60 0 0 0 0 0 
mmu-miR-125b* 0 6,69 0 0 0 0 0 
mmu-miR-744* 0 3,50 0 0 0 0 0 
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mmu-miR-363 0 6,70 0 0 0 2,20 0 
rno-miR-196c 0 4,78 0 0 0 3,35 0 
mmu-miR-199a-3p 0 4,85 0 0 0 3,34 0 
mmu-miR-434-5p 0 5,99 0 0 0 5,37 0 
mmu-miR-495 0 7,16 0 0 0 6,61 0 
mmu-miR-130b* 0 5,13 0 0 0 5,58 0 
mmu-miR-146b* 0 6,26 2,65 0 0 0 0 
mmu-miR-30d 0 4,20 3,34 0 0 0 0 
mmu-miR-547 0 6,25 5,94 0 0 0 0 
mmu-miR-667 0 8,13 7,82 0 0 0 0 
mmu-miR-184 0 6,22 6,09 0 0 0 0 
mmu-miR-203 0 4,29 4,33 0 0 0 0 
 
Tabla 5. Expresión de los miRNAs pertenecientes al grupo 2B. Los resultados fueron 
normalizados mediante el modelo descrito por K.J. Livak (Livak and Schmittgen, 2001): 
2–ΔΔCt, y han sido transformados a escala logarítmica en base dos (log2 valor 
normalizado). 
Nombre Ovocito Cigoto 2 células 4 células 8 células Mórula Blastocisto 
mmu-miR-16 0 1,63 2,79 2,68 1,52 2,58 0,99 
mmu-miR-484 0 0,79 2,32 2,61 2,04 1,58 -0,61 
mmu-miR-186* 0 0 5,51 0 4,12 5,48 0 
mmu-miR-376a 0 4,17 5,17 0 0 4,22 0 
mmu-miR-434-3p 0 4,19 7,24 0 0 6,47 0 
mmu-miR-187 0 0 4,79 0 0 3,37 0 
mmu-miR-7b 0 0 5,95 0 0 2,38 0 
mmu-miR-26b 0 0 2,91 0 0 3,42 0 
mmu-miR-133a 0 0 5,90 0 0 6,24 0 
rno-miR-881 0 0 2,86 0 0 3,85 0 
mmu-miR-878-3p 0 0 9,18 0 7,42 0 0 
mmu-miR-335-5p 0 0 4,95 0 0 0 0 
mmu-miR-9 0 0 6,88 0 0 0 0 
mmu-miR-743b-3p 0 0 5,93 0 0 0 0 
mmu-miR-741 0 0 6,80 0 0 0 0 
mmu-miR-708 0 0 3,95 0 0 0 0 
mmu-miR-375 0 0 4,94 0 0 0 0 
mmu-miR-15b 0 0 4,13 0 0 0 0 
mmu-miR-143 0 0 5,88 0 0 0 0 
mmu-miR-139-5p 0 0 5,92 0 0 0 0 
mmu-miR-130b 0 0 3,92 0 0 0 0 
mmu-let-7d 0 0 5,91 0 0 0 0 
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mmu-let-7c 0 0 6,88 0 0 0 0 
rno-miR-135a* 0 0 3,70 0 0 0 0 
mmu-miR-881 0 0 3,95 0 0 0 0 
mmu-miR-489 0 0 2,98 0 0 0 0 
mmu-miR-322 0 0 2,92 0 0 0 0 
mmu-miR-208b 0 0 2,95 0 0 0 0 
mmu-miR-136 0 0 2,94 0 0 0 0 
mmu-let-7g 0 0 2,89 0 0 0 0 
mmu-miR-31* 0 0 2,60 0 0 0 0 
mmu-miR-195 0 1,92 3,10 1,41 -2,68 2,89 -2,02 
mmu-miR-365 0 1,56 3,46 2,84 -2,66 0,45 -2,00 
mmu-miR-138 0 2,33 2,31 4,05 -3,11 3,61 3,62 
 
Tabla 6. Expresión de los miRNAs pertenecientes al grupo 3A. Los resultados fueron 
normalizados mediante el modelo descrito por K.J. Livak (Livak and Schmittgen, 2001): 
2–ΔΔCt, y han sido transformados a escala logarítmica en base dos (log2 valor 
normalizado). 
Nombre Ovocito Cigoto 2 células 4 células 8 células Mórula Blastocisto 
mmu-miR-467a 0 0 6,85 10,51 0 9,64 9,14 
mmu-miR-467b 0 0 8,01 9,91 0 14,06 13,95 
mmu-miR-301b 0 4,19 4,23 8,32 0 8,86 8,81 
mmu-miR-292-3p 0 3,41 5,41 8,62 7,13 6,65 8,10 
mmu-miR-291a-3p 0 5,20 8,08 13,41 11,93 11,96 11,49 
mmu-miR-294 0 6,19 8,36 12,26 11,36 12,49 10,85 
mmu-miR-295 0 2,84 6,36 7,30 6,11 10,87 6,75 
mmu-miR-877* 0 0 10,22 9,57 9,45 11,92 8,66 
mmu-miR-293 0 0 7,60 11,55 11,56 12,40 12,31 
mmu-miR-290-3p 0 0 9,05 9,99 13,36 15,03 15,70 
mmu-miR-294* 0 0 7,24 1,47 5,74 12,77 10,15 
mmu-miR-7a* 0 7,79 6,63 4,85 9,06 11,75 8,88 
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Tabla 7. Expresión de los miRNAs pertenecientes al grupo 3B. Los resultados fueron 
normalizados mediante el modelo descrito por K.J. Livak (Livak and Schmittgen, 2001): 
2–ΔΔCt, y han sido transformados a escala logarítmica en base dos (log2 valor 
normalizado). 
Nombre Ovocito Cigoto 2 células 4 células 8 células Mórula Blastocisto 
mmu-miR-292-5p 0 0.49 0.99 6.87 5.47 5.38 6.30 
mmu-miR-125a-3p 0 0 0 0 5.42 6.54 7.23 
mmu-miR-699 0 0 0 0 5.73 9.52 10.13 
mmu-miR-291b-5p 0 0.94 1.31 2.8 6.05 5.89 4.29 
mmu-miR-18a* 0 0 0 0 5.65 6.08 2.53 
mmu-miR-15a* 0 0 0 0 6.06 9.61 3.94 
mmu-miR-200a* 0 0 2.63 0 3.91 7.12 3.55 
mmu-miR-322* 0 0 5.57 0 4.40 4.94 4.26 
mmu-miR-296-5p 0 0 7.45 0 5.42 7.77 5.20 
rno-miR-351 0 4.21 3.92 0 7.98 6.48 0 
mmu-miR-503* 0 5.91 0 5.51 4.45 9.58 8.80 
mmu-miR-26b* 0 5.02 0 0 0 6.69 4.78 
mmu-miR-134 0 6.13 0 0 0 10.26 9.75 
mmu-miR-20a* 0 6.62 0 0 3.90 8.62 4.42 
mmu-miR-93* 0 2.29 2.02 1.09 0.17 5.63 2.56 
mmu-miR-673-3p 0 0 0 0 0 8.24 4.26 
mmu-miR-24-2* 0 0 0 0 0 6.80 4.42 
mmu-miR-16* 0 0 2.75 0 0 5.27 4.12 
mmu-miR-101b 0 5.61 0 4.67 0 5.60 2.67 
mmu-miR-680 0 6.30 0 0 0 8.41 0 
mmu-miR-872* 0 4.66 5.57 0 0 6.63 2.46 
mmu-miR-411 0 6.18 6.43 0 0 9.22 0 
mmu-miR-339-3p 0 7.23 6.79 0 0 8.66 0 
mmu-miR-331-3p 0 0 6.97 0 0 9.31 0 
 
Tabla 8. Expresión de los miRNAs pertenecientes al grupo 3C. Los resultados fueron 
normalizados mediante el modelo descrito por K.J. Livak (Livak and Schmittgen, 2001): 
2–ΔΔCt, y han sido transformados a escala logarítmica en base dos (log2 valor 
normalizado). 
Nombre Ovocito Cigoto 2 células 4 células 8 células Mórula Blastocisto 
mmu-miR-18a 0 5.89 0 8.57 0 5.34 0 
mmu-miR-149 0 0 5.98 8.53 7.12 0 0 
mmu-miR-465a-3p 0 7.52 9.41 11.96 6.19 2.44 0 
mmu-miR-191 0 1.44 2.97 5.78 5.05 5.11 2.01 
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mmu-miR-125a-5p 0 0.48 1.16 5.27 4.28 3.01 -3.08 
mmu-miR-93 0 -5.48 3.19 6.33 3.65 2.53 -3.58 
mmu-miR-146b 0 0 9.00 10.08 6.42 6.42 0 
mmu-miR-19b 0 1.15 3.43 4.99 3.78 4.18 0.47 
mmu-miR-101a 0 0.00 7.83 8.68 5.40 9.43 0 
mmu-miR-30b 0 2.84 3.54 4.08 1.59 4.02 -2.25 
mmu-miR-342-3p 0 2.25 4.49 3.69 3.47 2.00 -5.34 
mmu-miR-30c 0 1.95 3.78 3.45 2.84 3.49 -1.24 
mmu-miR-465b-5p 0 3.60 6.43 6.04 5.04 4.69 -2.93 
mmu-miR-26a 0 0 5.23 5.01 0 5.93 0 
mmu-miR-106b 0 4.17 4.47 6.08 0 5.55 0 
mmu-miR-672 0 9.18 10.16 12.54 0 10.43 0 
 
Tabla 9. Expresión de los miRNAs pertenecientes al grupo 3D. Los resultados fueron 
normalizados mediante el modelo descrito por K.J. Livak (Livak and Schmittgen, 2001): 
2–ΔΔCt, y han sido transformados a escala logarítmica en base dos (log2 valor 
normalizado). 
Nombre Ovocito Cigoto 2 células 4 células 8 células Mórula Blastocisto 
mmu-miR-135b 0 0 2.94 0 7.55 0 0 
rno-miR-673 0 0 0 0 9.42 0 0 
mmu-miR-25 0 0 0 0 4.42 0 0 
mmu-miR-191* 0 0 0 0 2.74 0 0 
mmu-miR-532-3p 0 0 3.26 0 7.41 3.84 0 
mmu-miR-140 0 -1.36 0.40 3.40 2.39 2.09 -0.29 
mmu-miR-99b 0 2.19 1.17 -3.54 2.02 3.85 2.18 
mmu-miR-470 0 0 0 5.97 0 0 0 
rno-miR-20b-5p 0 0 0 0 0 0 5.19 
mmu-miR-879* 0 0 0 0 0 0 3.27 
mmu-miR-27b* 0 0 0 0 0 0 4.19 
mmu-miR-467d 0 0 0 0 0 0 8.00 
mmu-miR-376b 0 0 0 0 0 0 6.10 
mmu-miR-674* 0 0 0 0 0 0 1.28 
mmu-miR-126-3p 0 -0.34 0.67 -2.02 3.14 2.20 3.63 
mmu-miR-188-5p 0 1.43 0.40 1.10 3.33 2.64 4.61 
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Tabla 10. Expresión de los miRNAs pertenecientes al grupo 3D. Los resultados fueron 
normalizados mediante el modelo descrito por K.J. Livak (Livak and Schmittgen, 2001): 
2–ΔΔCt, y han sido transformados a escala logarítmica en base dos (log2 valor 
normalizado). 
Nombre Ovocito Cigoto 2 células 4 células 8 células Mórula Blastocisto 
mmu-miR-150 0 -3.87 2.93 -2.07 2.80 4.36 -1.98 
mmu-miR-186 0 -5.16 0.61 1.13 0.83 4.98 0.76 
mmu-miR-301a 0 -3.88 -0.17 2.56 3.36 3.35 -1.99 
mmu-miR-19a 0 -4.18 2.79 3.63 -2.95 4.27 -2.29 
mmu-miR-99b* 0 -2.91 -9.41 1.14 0.98 3.57 0.25 
mmu-miR-290-5p 0 -1.87 -6.50 -0.50 2.71 4.58 1.58 
mmu-miR-30a* 0 -0.45 -1.25 -1.79 0.00 1.98 -1.70 
mmu-miR-10b* 0 0 0 0 3.58 3.68 0.08 
mmu-miR-194 0 0 0 0 5.41 6.73 0 
mmu-miR-136* 0 -0.95 -2.00 -0.09 2.40 3.75 -3.36 
mmu-miR-380-5p 0 0 2.94 0 0 5.88 0 
mmu-miR-666-5p 0 0 0 0 0 4.36 0 
mmu-miR-302c* 0 0 0 0 0 3.48 0 
rno-miR-30d* 0 0 0 0 0 6.48 0 
rno-miR-339-3p 0 0 0 0 0 7.32 0 
mmu-let-7e 0 0 0 0 0 2.41 0 
mmu-miR-183 0 0 0 0 0 5.38 0 
mmu-miR-27b 0 0 0 0 0 3.37 0 
mmu-miR-324-3p 0 0 0 0 0 6.39 0 
mmu-miR-331-5p 0 0 0 0 0 6.40 0 
mmu-miR-379 0 0 0 0 0 6.38 0 
mmu-miR-494 0 0 0 0 0 7.32 0 
mmu-miR-532-5p 0 0 0 0 0 3.27 0 
mmu-miR-671-3p 0 0 0 0 0 6.39 0 
mmu-miR-685 0 0 0 0 0 9.37 0 
mmu-miR-878-5p 0 0 0 0 0 4.39 0 
mmu-miR-10a* 0 0 0 0 0 3.87 0 
mmu-miR-138* 0 0 0 0 0 6.50 0 
mmu-miR-291b-3p 0 0 0 0 0 3.49 0 
mmu-miR-378* 0 0 0 0 0 3.50 0 
mmu-miR-425* 0 0 0 0 0 5.47 0 
mmu-miR-485* 0 0 0 0 0 6.48 0 
mmu-miR-704 0 0 0 0 0 6.53 0 
mmu-miR-720 0 0.13 -1.06 1.96 1.85 5.54 1.19 
mmu-miR-192 0 0 0 4.95 0 9.83 0 
mmu-miR-706 0 0.28 -1.26 0.49 0.11 2.84 -1.43 
mmu-miR-183* 0 1.58 -1.47 -6.58 -0.29 3.83 -0.42 
mmu-miR-709 0 0.48 -0.71 -2.51 -1.43 3.30 -0.27 
mmu-miR-135a* 0 0.61 -1.38 -0.98 -1.89 2.48 -0.94 
mmu-miR-744 0 4.21 0 0 0 7.19 0 
mmu-miR-141* 0 0 0 0 0 5.92 3.89 
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